






























Außerhalb des  Labors habe  ich  vor  allem meiner  Familie  zu danken. Meinen  Eltern, 
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1 EINLEITUNG 
Laktoferrin  (LF),  ein  rötlich  gefärbtes  Transferrin‐  ähnliches  Glykoprotein,  wurde 
erstmals  1939  von  Sorensen  und  Sorensen  aus  Kuhmilch  isoliert  [SORENSEN  & 
SORENSEN, 1939]. Studien zu den antimikrobiellen Effekten durch Arnold et al. (1977), 
zu der immunmodulatorischen Aktivität durch Broxmeyer et al. (1978) sowie Struktur‐ 




den  meisten  exokrinen  Flüssigkeiten  wie  dem  Speichel,  der  Magensäure,  dem 
Vaginalsekret, der Pankreas‐ und Gallenflüssigkeit, den  Tränen und  vor  allem  in der 
Muttermilch nachgewiesen werden  [MONTREUIL et al., 1960]. Die Konzentration von 
LF  in der Muttermilch variiert von 1g/l (reife Milch) bis 7g/l (Kolostrum) [HOUGHTON 
et  al.,  1985].  Zusätzlich  wird  LF  während  des  Übergangs  von  Promyelozyten  zu 
Myelozyten  synthetisiert  und  findet  sich  somit  in  den  sekundären  Granula  der 
neutrophilen  Granulozyten  wieder  [MASSON  et  al.,  1969].  Während  einer 
Entzündungsreaktion kann LF aus den sek. Granula freigesetzt werden, was zu einem 
massiven Anstieg von LF  im Plasma von einem Normalwert von 0,4‐2mg/l auf bis  zu 
200mg/l  bei  Sepsis  führen  kann  [BENNETT  et  al.,  1978;  MAAKS  et  al.,  1989].  Der 
Plasmawert  spiegelt  jedoch  nur  ein Minimum  der  LF‐  Konzentration  wider,  da  am 
Entzündungsort  selbst  LF  sofort  an  Glykosaminoglykane  der  Proteoglykane  von 
Zelloberflächen bindet [ZIERE et al., 1996; MANN et al., 1994; LEGRAND et al., 1997]. 
Zusätzlich zu den oben erwähnten Effekten wird Laktoferrin eine bedeutende Rolle bei 
der  Proliferation, Differenzierung  und Migration  von  Zellen  zugesprochen  [WARD  et 
al., 2005]. Dabei wird  LF nachgesagt, die Proliferation und Differenzierung normaler 
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Frage, ob   ein Unterschied  zwischen  rhLF und bLF  in Bezug auf die oben erwähnten 
Signale  (Analyse  mittels  Westernblot),  die  Expression  von  Extrazellulärmatrix 
modellierenden Proteinen  (Analyse mittels  rtPCR) und dem Wachstumsverhalten bei 
Caco‐2  Zellen  (Bestimmung  mittels  MTT‐  Test)  sowie  THP‐1  Monozyten 
(Zellzahlbestimmung mittels Casy) besteht. 






Die  Ergebnisse  sollen  die  Entscheidung  für  die  effektivere  LF  Spezies  als 
immunmodulierender  Faktor  zur  Anreicherung  von  Formulanahrung  sowie  als 









Sorensen und Sorensen gelang es  im  Jahr 1939 erstmals ein  rot gefärbtes Protein  in 
boviner  Milch  nachzuweisen,  das  ebenfalls,  wie  das  lachs‐  gefärbte  Protein  durch 
Johannson aus humaner Milch, geringe Mengen an Eisen enthält [GROVES et al., 1960]. 
Im  Jahr 1960 erhielten beide Proteine  (das aus humaner und das aus boviner Milch) 




bindendes  Glykoprotein,  das  eine  hohe  strukturelle  Homologie  in  verschiedenen 
Spezien  aufweist  [GONZALES‐CHAVES  et  al.,  2009;  LEVAY  &  VILJOEN,  1995].  Die 
Polypeptidkette  ist  in 2 symmetrische Lappen (N‐ und C‐ Lappen) gefaltet, die sich zu 




       
Abb. 1: Laktoferrin  (A) mit gebundenem Eisen,  in rot eingezeichnet, und  (B) ohne gebundenem Eisen. 
Links erkennt man den N‐Lappen, rechts den C‐Lappen. Die α‐ Helices (C‐terminal sowie die Verbindung 




                                         


















Darm  können  bLF  und  dessen  Spaltprodukte  anschließend  an  Rezeptoren  der 
Enterozyten  und  Immunzellen  (dendritischen  Zellen  und  Lymphozyten)  des 
intestinalen  Epitheliums  binden  (Abb.  2)  [TOMITA  et  al.,  2009].  Mit  der 
Rezeptorbindung  geht  eine  Aufnahme  von  bLF  bzw.  dessen  Peptide  und/  oder  die 
Auslösung  von  intrazellulären  Signalkaskaden  zur  Stimulierung  der  Transkription 
bestimmter Gene (z.Bsp. NOD‐2, INF‐β und IL‐12p40 im Dünndarm von Mäusen) einher 
[Wakabayashi et  al., 2006]. Die  Immunzellen  sind durch den Kontakt mit bLF  in der 
Lage,  humorale  Faktoren  wie  Zytokine  (z.Bsp.  IL‐18,  IL‐10,  INF‐γ)  zu  sekretieren 
[KUHARA et al., 2000; Takakura et al., 2006], die dann durch Zirkulation zur erkrankten 
Stelle  gelangen.  Neben  der  Sekretion  von  Zytokinen  migrieren  die  stimulierten 
Immunzellen  selbst  zur  betroffenen  Region.  Ein  Zusammenspiel  aus  humoralen 
4 
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Faktoren  und  Immunzellen  folgt,  welches  Infektions‐  und  Entzündungssymptome 




Abbauprodukt  Laktoferricin  binden  an  Rezeptoren  der  Darm‐  Enterozyten  und  ‐Immunzellen 
(dendritische  Zellen  und  Lymphozyten)  und  führen  somit  zu  einer  Fülle  an  immunmodulierenden 
Effekten [TOMITA et al., 2009].  
 
Die  Konzentrationen  von  LF  im  menschlichen  Körper  und  dessen  Flüssigkeiten 
unterscheiden sich gewebespezifisch. Im Plasma kommt LF in sehr geringer (~1µg/ml), 
im  Kolostrum,  der  Muttermilch  und  im  Seminalplasma  (0,4‐1,9mg/ml)  jedoch  in 
wesentlich höheren Konzentrationen vor. Abgesehen von dem Spitzenreiter Kolostrum 
(5‐7mg/ml)  und  Muttermilch  (1‐2mg/ml)  lassen  sich  auch  in  Nabelschnurblut 
(~25µg/ml),  Vaginalsekret  (≤0,2mg/ml)  und  Tränenflüssigkeit  (2,2mg/ml)  hohe 
Konzentrationen  feststellen.  Der  Review  von  Levay  und  Viljoen  gibt  jedoch  zu 
bedenken,  dass  die  gemessenen  Level  an  LF  variieren  können, was  durch  folgende 







gemessen.  Danach  sinkt  der  LF‐  Gehalt  der Milch  stetig.  Das  Verhältnis  von  Eisen‐ 
5 
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gesättigtem  LF  (10%;  genannt:  holo‐Form)  zu  Eisen‐  ungesättigten  Isoformen  (90%; 
genannt: Apo‐Form) bleibt in der Muttermilch jedoch stabil [BUCCIGROSSI et al., 2007].  







Die  Freilassung  führt  zu  einem  massiven  Anstieg  von  LF  im  Plasma  von  einem 
Normalwert  von  0,4‐2µg/ml  auf  bis  zu  200µg/ml  bei  Sepsis  (umgerechnet: 
~0,0025mM)  [BENNETT  et  al.,  1978; MAAKS  et  al.,  1989].  Der  Plasmawert  spiegelt 





der  Oligomerisation  zurückgeführt  werden  [GONZALES‐CHAVES  et  al.,  2009].  Die 










Von  den  9  bisher  untersuchten  Laktoferrinen  (Mensch, Maus,  Kuh,  Pferd,  Schwein, 
Ziege, Schaf, Kamel und Büffel) weisen die meisten eine sehr hohe Homologie (65‐ fast 
100%) in Bezug auf die Aminosäuresequenz auf. Der größte Unterschied wird zwischen 






Quelle  Größe (kDa)  N‐terminale Sequenz  pI  Glykosylierung  Zuckergehalt (%) 
hLF  80,6  GlyArgArgArgArgSerValGlnTrpCysAla  8,2  Ja  5,5 
rhLF  78,5  GlyArgArgArgArgSerValGlnTrp()Ala  8,2  Ja  2,9 
 
Beobachtungen  des  Laktoferrin‐Verdauungsproduktes,  Laktoferricin  (LFcin), 
verschiedener  Spezien  zeigen  Unterschiede  in  Bezug  auf  die  Aminosäuresequenz. 
Zwischen dem Pepsin‐ Verdauprodukt des LF aus der Muttermilch (Laktoferricin H) und 
dem aus der Kuhmilch (Laktoferricin B) besteht ein beachtlicher Unterschied  in Bezug 







                                         
Zwei  Grundcharakteristika  haben  jedoch  alle  Laktoferrine  gemein:  der  basische 
Charakter  des  Proteins  [BAKER  &  BAKER,  2009]  und  die  zweifache  intramolekulare 
Sequenzwiederholung,  die  auf  ein  evolutionäres  Ereignis  der  Genverdoppelung 
hindeutet [METZ‐BOUTIGUE et al., 1984]. 
2.2.2 Glykosylierung 
Obgleich  jedes  bisher  untersuchte  LF  glykosyliert  vorliegt,  weist  LF  einen  Spezies‐
spezifischen Unterschied  in Bezug auf Anzahl und Ort der Glykosylierung auf. Das LF 
der Maus hat eine potenzielle N‐Glykosylierung  (Asn476), humanes  LF drei  (Asn137, 
Asn478 und Asn623) und das LF der Kuh, der Ziege sowie des Schafes jeweils fünf (233, 
281, 368, 476 und 545). Trotz spärlicher Datenlage kann davon ausgegangen werden, 








Rekombinantes  humanes  Laktoferrin  (rhLF)  aus  Reis  verhält  sich  bei  Versuchen  der 
dynamischen  Differenzkalorimetrie  dem  humanen  Laktoferrin  sehr  ähnlich, was  auf 
eine  vergleichbare  Struktur  deutet.  Weitere  Studien  konnten  jedoch  eine 
unterschiedliche  Glykosylierung  der,  aus  verschiedenen  Quellen  stammenden, 
Laktoferrine  darlegen.  So  weist  LF  aus  Säugermilch  typische  Glykane  wie  α‐2,6‐
8 
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1),  der  sich  ebenfalls  durch  die  unterschiedliche  Glykosylierung  erklären  lässt. 
Nachforschungen  deckten  auf,  dass  sich  in  rhLF  Xylose  befindet,  jedoch  Sialinsäure 




Die  kationische  Natur  von  Laktoferrin  ermöglicht  dessen  Bindung  an  anionische 
Moleküle.  Dies  führt  dazu,  dass  80%  aller  LF  Bindungen  mit  sulfatierten 
Proteoglykanen  stattfinden.  Auch  wenn  deren  Bindung  mit  einer  Ka  von  106M 
bescheiden  ausfällt,  findet  sich  dennoch  eine  dicht  besiedelte  Bindung  von  LF  an 
Zelloberflächen [LEGRAND et al., 1997; DAMIENS et al., 1998].  
Die  Bindung  von  LF  an  Glykosaminoglykane  der  Zelloberflächen  scheint  für  den 
inflammatorischen Prozess wichtig zu sein. hLF verfügt über zwei basische Abschnitte 
1GRRRS6 und  28RKVR31  [MANN et al., 1994], die  für die Bindung an sulfatierte Stellen 
eines Proteoglykans wichtig sind (Abb. 6) [LEGRAND et al., 2005]. 
 




                                         
Abgesehen  von  Proteoglykanen  ist  LF  in  der  Lage  an  Zellrezeptoren  zu  binden. Die 
Fähigkeit  von  LF  als  Ligand  zu  operieren  steht  mit  dessen  Fähigkeit  zur 
Signaltransduktion,  Endozytose  und  Translokation  in  den  Nukleus  in  Verbindung 
[LEGRAND et al., 2004].  
Laktoferrin bindet beispielsweise an Nukleolin. Dieses Protein arbeitet normalerweise 
mit Proteoglykanen,  sich  in Teilung befindlichen Zellen,  zusammen und  kann bei  LF‐ 
Bindung  für  dessen  Endozytose  und  Zellkerntranslokation  sorgen  [LEGRAND  et  al., 










reiche Wiederholungen  von  Liganden‐Bindungsstellen  (in  4  Abschnitten  des  LRPs:  2,  8,  10  und  11). 
Jedem Abschnitt folgen 1‐4 homologe EGF Domänen (blaue Kreise) und YWTD Domänen (Wellenlinien). 




                                         
Neben den oben erwähnten Funktionen wirkt LRP auf bestimmte Serin Proteasen und 
Metalloproteinasen  und  erweist  sich  dadurch  als  wichtiger  Regulator  der 
extrazellulären proteolytischen Aktivität. Urokinase‐type plasminogen activator  (uPA) 
und  tissue‐type  plasminogen  activator  (tPA)  sind  Serin  Proteasen,  die  Plasminogen 
aktivieren und somit eine wichtige Rolle bei der Wundheilung, der Tumorinvasion und 











Rezeptorbindung  anschließend  intrazelluläre  Signalproteine  aktivieren und  somit die 
Expression bestimmter Gene beeinflussen kann. Abhängig von der Zelllinie vermag LF 
Signaltransduktionswege wie den NF‐ B Pathway  [OH et  al., 2004; HAVERSEN et  al., 





Die  MAP  Kinase  Pathways  (ERK1/2  sowie  p38)  werden  mit  essentiellen 




                                         
Verbindung  gebracht  [ROUX & BLENIS et  al., 2004].  TGF‐β  Signale, die über  Smad‐2 
vermittelt werden, führen zu ähnlichen Effekten wie die ERK1/2 oder p38 Signale [TEN 
DIJKE et al., 2002]. Der Aktivierung des NF‐ B Pathways wird vor allem im Bereich des 





auf  der  Weiterleitung  extrazellulärer  Signale  liegt  und  die  in  der  Lage  sind, 
fundamentale zelluläre Prozesse zu regulieren. Die 4 Subgruppen des MAPK‐ Pathways 




Aktivierung  von  ERK1  und  ERK2  läuft  meist  über  Wachstumsfaktoren  und 









MAPKs  zeigen  ein  weites  Funktionsspektrum,  welches  durch  Phosphorylierung 
bestimmter  Substrate  wie  Phospholipasen,  Transkriptionsfaktoren  und 
Zytoskelettproteine  zustande  kommt.  MAPKs  katalysieren  außerdem  die 
12 
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Phosphorylierung  und  Aktivierung  bestimmter  Proteinkinasen,  die MAPK‐  aktivierte 
Protein Kinase (MKs) genannt werden [ROUX & BLENIS et al., 2004]. 















GTP).  Der  Rezeptor  zählt  meist  zu  den  Tyrosinkinase‐  (RTK)  oder  G‐  Protein 
gekoppelten  Rezeptoren  [CAMPBELL  et  al.,  1998;  WOOD  et  al.,  1992].  Dieser 
13 
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Nukleotidtausch erlaubt Ras mit darunterliegenden Effektoren wie der Serin/Threonin 
Kinase Raf  zu  interagieren  [GEYER et al., 1997]. Aktiviertes Raf bindet an MEK1 und 
MEK2 und führt zu deren Phosphorylierung. Die aktivierten Signale sind abschließend 
in der Lage ERK1 und ERK2 zu phosphorylieren [HALLBERG et al., 1994]. 
Aktiviertes  ERK1/2  kann  darauf  folgend  viele  verschiedene  Substrate  in  den 










CSBP  (cytokine  supressive  antiinflammatory  drugs  binding  protein), mHog1,  RK  und 
SAPK (stress‐ activated protein kinase)kennt [KYRIAKIS et al., 2001].  
Der p38 MAPK‐ Pathway besteht aus mehreren MAPKKKs, MEKK1‐ 4, MLK2 und ‐3, DLK 
ASK1, Tpl2 und Tak1  sowie den MAPKKs, MEK3 und MEK6  (bzw. MKK3 und  ‐6), und 
den 4 p38  Isoformen, α‐, β‐, γ‐ und δ‐p38 [KYRIAKIS et al., 2001]. Während α‐ und β‐
p38 Gene in allen Geweben exprimiert werden, werden γ‐p38 (auch ERK6 oder SAPK3 
genannt)  und  δ‐p38  Gene  (auch  SAPK4  genannt)  hingegen  nur  in  ausgewählten 
Geweben mit unterschiedlicher Konzentration exprimiert. γ‐p38 wird ausschließlich im 
Skelettmuskel,  δ‐p38  in  Lunge, Niere, Hoden,  Pankreas  sowie Dünndarm  exprimiert 
[ONO & HAN et al., 2000].  




                                         
UV  Reizung,  Hypoxie,  Ischämie,  osmotischer  Stress  und  Cytokine  (IL‐1  und  TNF‐α 
inkludiert) aktiviert werden [CHEN et al., 2001].  
MEK3 und MEK6 zeigen eine hohe Spezifität für p38 und sind nicht in der Lage ERK1/2 
oder  JNK  zu  aktivieren  [BRANCHO  et  al.,  2003].  Darüberhinaus  ist  es MEK6  jedoch 
möglich alle p38 Isoformen zu aktivieren, MEK3 hingegen nur α‐ und β‐ p38 [ENSLEN et 





differenzierung  sowie  dem  Zellzyklus  und  –tod  in Verbindung  gebracht  [NEW  et  al., 
1998].  Im Fall der  Immunreaktion wird p38 eine tragende Rolle bei der Entscheidung 
für  eine  inflammatorische  Reaktion  zugeschrieben.  p38  wird  in  Makrophagen, 




Die  Bezeichnung  „Crosstalk“  beschreibt  das  Zusammenspiel  mehrerer 
Signaltransduktionswege.  So  führt  ein Reiz oft über mehr  als nur einen bestimmten 
Signalweg  zum  Ziel  bzw.  kann  bei  Blockade  eines  Signals  ein  anderes  stattdessen 
aktiviert werden.  
Zwischen p38 und ERK1/2  soll ein Crosstalk bestehen. Den Beweis dafür  lieferte ein 
Experiment  von  Xiao  et.  al  (2002).  Durch  Blockade  der  ERK  Aktivierung mittels  PD 
98059,  einem  spezifischen  Inhibitor  des  upstream  Signals  MEK1/2,  konnte  eine 
Steigerung  der  LPS‐  stimulierten  p38  Phosphorylierung  in  RAW  264.7  Zellen  gezeigt 
werden.  RAW  264.7  sind  leukämische  Mäuse‐  Monozyten/  Makrophagen.  Die 




                                         
Unter Verwendung derselben  Inhibitoren, PD 98059 und SB 203580, konnte  in einem 
Experiment  von  SHARMA  et.  al  (2003)  abermals  ein  “Crosstalk”  zwischen  p38  und 
ERK1/2 während epithelialer Wundheilung beobachtet werden (Abb. 9). Dabei konnte 
eine  Beziehung  zwischen  der  Migration  der  epithelialen  Corneazellen  und  p38 
Aktivierung  sowie  der  Proliferation  dieser  Zellen  und  der  ERK1/2  Aktivierung 









und  Bone  morphogenic  Proteins,  BMPs),  die  vor  allem  zelluläre  Prozesse  in  der 
Frühphase der Entwicklung steuern. Ihre biologische Funktion wird mittels Bindung an 
einen  transmembranären  Serin/Threonin Kinase Rezeptor, Typ  I und Typ  II Rezeptor 
genannt,  erzielt  [ROBERTS  et  al.,  1993; MASSAGUE  et  al.,  1990].  Die  Bindung  des 
dimeren Liganden an den TGF‐β‐ Rezeptor  führt zur Bildung eines hetero‐tetrameren 
Rezeptorkomplexes.  In  diesem  Komplex  transphosphoryliert  der  zuvor  konstitutiv 
16 
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autophosphorylierte Typ II Rezeptor die GS Domäne des Typ I Rezeptors [MOUSTAKAS 
et al., 2002]. 
Der  Typ  I  Rezeptor  ist  anschließend  in  der  Lage  eine  Subklasse  der  Smads,  die 
Rezeptor‐assoziierten  Smads  (R‐Smads;  Smad2  und  Smad3)  zu  phosphorylieren.  R‐
Smads  binden  mit  Hilfe  ihrer  C‐  terminalen  Phosphoserin‐  Domäne,  dem  Mad‐
homology 2 (MH2), an die GS‐ Domäne der L45 Schleife des Rezeptors [MOUSTAKAS et 
al., 2002]. Das verantwortliche Protein  für die  Interaktion zwischen R‐Smad und dem 
Rezeptor  nach  TGF‐β  Aktivierung wird  SARA  (Smad  Anchor  for  Receptor  Activation) 
genannt  [TSUKAZAKI et al., 1998]. Die Phosphorylierung von R‐Smads  führt zu einem 
Affinitätsanstieg  der  R‐Smads  zu  Co‐Smads  und  zu  einem  Affinitätsverlust  zu  SARA 
[MASSAGUE et al., 2000]. 
Die  phosphorylierten  R‐Smads  formen mit  der  zweiten  Klasse  der  Smads,  den  Co‐
Smads (Smad4 in Säugern; Smad4 und Smad10 in Xenopus), Heteromere [LESUEUR et 
al.,  1999;  HOWELL  et  al.,  1999].  Die  Stöchiometrie  dieser  Komplexe  sieht 
folgendermaßen aus: Smad4 und zwei Smad3 Monomere formen ein Heterotrimer und 
Smad4 und ein Smad2 Monomer formen ein Heterodimer [MOUSTAKAS et al., 2002]. 
Der  R‐Smad/  Co‐Smad  Komplex wird  abschließend  in  den  Nukleus  transloziert  und 
erlangt somit die Möglichkeit die Genexpression zu beeinflussen [WRANA et al., 2000]. 
Die  Beeinflussung  der  Genexpression  kann  dabei  entweder  direkt  durch  die  Smad 
Komplexe oder indirekt mit Hilfe von DNA‐bindenden Proteinen wie FAST1, FAST2 und 
Fos/Jun  ablaufen  [CHEN  et  al.,  1996].  Die  Bindung  der  DNA  verläuft  über  die  N‐
terminale MH1 Domäne der R‐Smads [HILL et al., 1999]. Im Gegensatz zu MAD, Smad3 
und Smad4 ist Smad2 nicht in der Lage direkt an DNA‐Sequenzen zu binden. Dies zeigt, 
dass  trotz  hoher  Strukturidentität  zwischen  Smad2  und  Smad3  die  Funktion  dieser 
beiden  Signalproteine  unterschiedlich  ausfällt.  Lediglich  die  Insertion  einer  30bp‐
langen Sequenz kurz vor der DNA bindenden Haarnadelstruktur in der N‐Domäne von 
Smad2 führt zu diesem Unterschied [SHI et al., 1998; YAGI et al., 1999]. 
Antagonistisch  zu den oben erwähnten Smads arbeiten die  inhibitorischen Smads  (I‐ 
Smads,  Smad6  und  Smad7),  indem  sie  durch  Interaktion  am  Rezeptor  die 
17 
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Phosphorylierung der R‐Smads verhindern können. Zusätzlich können  sie die Bildung 






durchgeführt.  Aus  einer  Vielzahl  an  Versuchen  ergab  sich,  dass  ein  komplexes 
Netzwerk  von  Crosstalks  zwischen  Smad  Signalen  und  anderen 
Signaltransduktionswegen besteht, welche die große Bandbreite der Wirkung von TGF‐
β  erklären  [JAVELAUD  &  MAUVIEL,  2005].  In  Säugerzellen  vermögen  drei  MAPK‐
Pathways  den  Smad‐  Pathway  zu beeinflussen.  Zu  diesen  drei  Signalwegen  gehören 






                                         
Smads können demnach über die TGF‐β Rezeptor Kinase selbst oder auch über MAPKs 
phosphoryliert werden. Die Phosphorylierung der R‐Smads mittels MAPKs scheint ihre 
transkriptionelle  Funktion  und  die  Kapazität  der  Translokation  in  den  Nukleus  zu 
regulieren [MASSAGUE & CHEN, 2000]. 
Smad2  kann  ebenfalls  durch  MAPKKK1  (MEKK1),  einem  Aktivator  des  SAPK/JNK‐
Pathways,  aktiviert  werden.  Dabei  führt  die  Phosphorylierung  von  Smad2  mittels 













kann  dieser mit  einer  Reihe  von  Transkriptionsfaktoren  interagieren,  die wiederum 
selbst durch diverse Signaltransduktionswege reguliert werden. Beispielsweise führen 
Reize wie UV Strahlung, Stress und mitogene Wachstumsfaktoren zu einer Aktivierung 
des  MAPK‐Pathways.  Der  MAPK‐Pathway  wiederum  führt  zur  Aktivierung  von  Jun 
Kinase  und  somit  zur  Aktivierung  von  c‐Jun. Die  TGF‐β  induzierte  Transkription  von 
Promotoren mit  TGF‐β  abhängigen AP‐1‐ und  Smad‐ Bindungsstellen wird durch die 
Aktivierung  des  c‐Jun‐c‐Fos‐  Komplexes  mittels  MAPK/JNK  Kaskade  reguliert.  Die 




                                         
2.5 Umbau der Extrazellulärmatrix einer Zelle 
Die Extrazellulärmatrix (EZM) schafft für Zellverbände ein Gerüst, welches durch seine 
komplexe  und  dynamische  Struktur,  bestehend  aus  Proteinen  (Kollagen,  Elastin, 
Laminin,  Fibronektin  und  Proteoglykane),  direkt  mit  Zellen  interagieren  kann. 
Zusätzlich  bietet  die  EZM  vielen  biologisch  aktiven  Molekülen  wie  Zytokinen,  pro‐
angiogenen  Faktoren  (VEGF,  TGF‐β)  und  Wachstumsfaktoren  ein  Reservoir.  Die 
Remodellierung  der  EZM  einer  Zelle  stellt  eine  sehr  wichtige  Phase  während 
verschiedenster  physiologischer  Prozesse,  wie  der  Morphogenese/Entwicklung  und 
Reparatur  bestimmter Gewebe,  aber  auch  der  pathologischen  Veränderungen  (Bsp: 
kardiovaskulären Erkrankungen) dar  [EGEBLAD et al., 2002; STERNLICHT et al., 2001]. 
Für den Umbau der EZM und der daraus  resultierenden Funktionalisierung der Zelle 
sind  eine  Vielzahl  EZM‐  modellierender  Faktoren  wie  beispielsweise  das 




Urokinase‐type  plasminogen  activator  (uPA)  und  tissue‐  type  plasminogen  activator 
(tPA)  zählen  zu  den  Serinproteasen,  die  für  die  Aktivierung  von  Plasminogen 
verantwortlich  sind.  Sie  spielen  bei  der  Wundheilung,  Tumorinvasion  und  der 





überwiegend  zellassoziierten  uPAs  mit  passendem  Rezeptor,  uPAR,  wird  eine 





                                         
Neben  den  Aktivatoren  werden  von  den  Zellen  auch  Inhibitoren  wie  PAI‐1  (in 
Fibroblasten und Endothelzellen), PAI‐2 (in Plazenta und Makrophagen), PAI‐3 (in Urin) 




in  zwei  Formen  vorkommt,  wobei  die  aktive  Form  als  Komplex  mit  Vitronektin 
erscheint [VAN MOURIK et al., 1984; WIMAN et al., 1988]. Der mRNA Level von PAI‐1 








Der  Abbau  von  Kollagen  ist  ein  wichtiger  Vorgang  bei  der  Remodellierung  der 
Extrazellulärmatrix  (EZM)  einer  Zelle  und  wird  vor  allem  durch  Matrix 
Metalloproteinasen  (MMPs) und Serin‐ Proteinasen bewältigt. Zur Familie der MMPs 
zählen 20 Zink‐ abhängige Enzyme, die unter normalen Bedingungen  in Fibroblasten 
und  Myozyten  und  während  einer  Entzündungsreaktion  in  Makrophagen  und 
Lymphozyten exprimiert werden [WOESSNER & NAGASE, 2000]. 
MMPs  können  entweder  als  Proenzym  in  den  Extrazellulärraum  abgegeben werden 
oder membrangebunden vorkommen. Die katalytische Domäne am extrazellulären C‐
Terminus der MMPs ist für die Substratspezifität und die spezifische Bindungsfähigkeit 




                                         
Mit  Hilfe  der  Substratspezifität  lassen  sich  die  sekretierten  MMPs  in  drei 
unterschiedliche  Gruppen  einteilen:  (a)  Kollagenasen  (MMP‐1,  ‐8  und  ‐13),  (b) 
Gelatinasen (MMP‐2 und ‐9) und (c) dem stromelysin‐ ähnlichen MMP‐3 [RUTSCHOW 
et al., 2006]. Kollagenasen zersetzen Kollagenfibrillen in lösliche Fragmente [JEFFREY et 





Die  Gruppe  der  membrangebundenen  MMPs  (Membran  Typ‐  MMP,  MT‐MMP)  ist 
ebenfalls an der Remodellierung der Matrix beteiligt. Einerseits an der Interaktion von 
fibrillärem  Kollagen mit  Komponenten  der  Basalmembran  und  andererseits  an  der 
Aktivierung der Pro‐MMPs als direkter Aktivator[MIYAMORI et al., 2000]. 
Neben  den  EZM  Verbindungen  zählen  auch  nicht‐Matrix  Proteine  wie  Zytokine, 
Rezeptoren  und  Adhäsionsmoleküle  zu  den  Zielsubstraten  [DIEKMANN  et  al.,  1994; 
FOWLKES  et  al.,  1994;  KRIDEL  et  al.,  2001],  wodurch  sich  weitere  Funktionen  der 
MMPs erklären lassen. MMPs spielen beispielsweise bei der Wachstumsregulation, der 
Induktion  verschiedener  Pathways und  der Angiogenese  eine Rolle  [EGEBLAD  et  al., 
2002].  
Wie  stark die EZM von MMPs abgebaut wird, hängt von einem  streng kontrollierten 
Netzwerk  ab  (Abb.  11).  (A)  Kontrolle  der  Transkription  über  Zytokine  oder 
Wachstumsfaktoren.  (B) Aktivierung der Pro‐Enzyme mittels Serinproteasen  (Plasmin 
System), MT‐MMPs oder Stromelysine. (C) Inhibierung der aktivierten MMPs mit Hilfe 





                                         
 





Leukozyten  (PMN)  durch  die  endotheliale  Barriere  zum  Entzündungsherd,  sind 





die  jedoch  nicht  auf  dem  Endothel  exprimiert  sind,  weshalb  eine  Interaktion  ausbleibt.  (B)  Die 
Stimulation  des  Endothels  mittels  proinflammatorischen  Mediatoren  führt  zur  Expression  von 
Selektinen. Eine Interaktion,  in Form einer rollenden Bewegung der Leukozyten entlang des Endothels, 
findet statt, die wiederum zur Aktivierung von β‐2  Integrin führt.  (C)  Interaktion zwischen β‐2  Integrin 




                                         




SIMON & GOLDSMITH,  2002].  Am Ort  der  Entzündung  kommt  es  durch  gesteigerte 
Bereitstellung  des  interzellulären  Adhäsionsmolekül‐1  (intercellular  adhesion 
molecule‐1  (ICAM‐1;  CD54)  auf  der  Zelloberfläche  des  entzündeten  Endothels 




Die  Bindung  von  ICAM‐1  an  β‐2  Integrin  führt  zur  stabilen  Adhäsion,  die  den 
Leukozyten die Möglichkeit bietet, durch das Endothel  zum Herd der Entzündung  zu 
migrieren. Der Weg der Leukozyten durch das Endothel erfolgt nicht nur para‐ sondern 
auch  transzellulär.  Während  das  Selektin‐  vermittelte  Rollen  und  die  ICAM‐1 
vermittelte Adhäsion während der TEM der Leukozyten als wissenschaftlich anerkannt 
gelten,  bleibt  die  Frage,  warum  und  ob  Leukozyten  para‐  oder  transzellulär 
einwandern,  größtenteils unbeantwortet  [FURIE & McHUGH,  1989; GOPALAN  et  al., 
2000]. Für die transzelluläre Diapedese scheinen verschiedene Faktoren verantwortlich 
zu  sein.  Als mögliche  Faktoren werden  der  Leukozytentyp,  die  Summe  der  Signale 
sowie das Stadium der Adhäsion zwischen Leukozyten und Endothel diskutiert [PETRI 
&  BIXEL,  2006].  Vor  allem  die  Dichte  und  die  Verteilung  von  ICAM‐1  auf  der 
Zelloberfläche entscheiden, welchen Weg die   TEM der  Leukozyten nimmt  [YANG et 
al., 2005]. 




1988]).  (A)  ROS,  die  zuvor  durch  extra‐  sowie  intrazelluläre  Liganden‐Rezeptor‐
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Interaktionen  gebildet wurden,  scheinen wichtige  Signalfunktionen  im Mechanismus 
der  ICAM‐1 Expression  in Endothelzellen  zu haben.  (B) PKC  spielt bei der Promotion 
der  ICAM‐1  Expression  eine  wichtige  Rolle.  (C)  PI3  Kinase  und  sein  downstream 
Zielmolekül Akt  sind  in  der  Lage,  die  ICAM‐1  Expression  zu  regulieren.  (D) GTPasen 
zeigen  ebenfalls,  dass  sie  einen  kritischen  Einflussfaktor  für  die  ICAM‐1  Expression 





















































































































                                         
3.1.2 Methode 
Die Zellkultur findet vor allem  in der Grundlagenforschung Verwendung. Zusätzlich zu 






mit  einer  immortalisierten  (unsterblichen)  Zellinie  gearbeitet  werden,  wobei  eine 
Zelllinie unbegrenz fortpflanzungsfähige Zellen einer Gewebeart darstellt. 
Für  die  folgenden  Experimente werden  sowohl  adhärente,  d.h.  auf  der  Oberfläche 
wachsende, Zellen (humane,  epitheliale, colorektale, Adenokarzinom‐ Zellen‐ 2; Caco‐
2  Zellen)  sowie  im  Nährmedium  schwimmende  Suspensionszellen  (humane, 
leukämische  Monozyten;  THP‐1  Monozyten)  eingesetzt.  Neben  ausreichender 
Nahrung,  dem  passenden  pH‐Wert,  einer  5%igen  CO2‐  Atmosphäre,  einer 
Bruttemperatur  von  37°C  und  einer  antibakteriellen  Umgebung  verlangen 
















Um  gebrauchsfertiges Medium  zu  erhalten werden  500ml  des  Dulbecco`s Modified 
Eagle Medium  (DMEM) mit 50ml  fetalen Kälber Serum  (engl.:  fetal calv serum; FCS), 









und  kann  anschließend  in  450ml  Portionen  in  sterile  500ml  Glasflaschen  abgefüllt 
werden.  Auch  dem  RPMI  1640  Medium  werden  10%  FCS,  2mM  L‐Glutamin  und 
100U/ml Penicillin sowie 0,1mg/ml Streptomycin in gleichen Mengen wie dem DMEM 















in  steriler Umgebung  in  5ml  komplimentiertem DMEM  aufgenommen und die  25ml 
Zellkulturflasche  abschließend  in  den  Brutschrank  gestellt. Wenn  die  Caco‐2  Zellen 
nach  etwa  5  Tagen  das  konfluente  Stadium  erreicht  haben,  werden  die  Zellen 
passagiert. 
THP‐1 Monozyten  werden  in  20‐30 ml  RPMI  in  sterilen  Zellkulturflaschen  (75cm2) 




Casy‐Ton  pipettiert  werden  und  nach  gleichmäßiger  Vermischung  luftblasenfrei 
vermessen werden. 




am  Wasserbad  bei  40°C  aufgewärmt.  Das  Medium  wird  behutsam  aus  der  zu 
passagierenden  Zellkulturflasche  (25cm2  Bodenfläche)  abgesaugt,  1,5ml  Trypsin 
zugeben  und  etwa  5min  bei  37°C  im  Brutschrank  inkubiert. Überschüssiges  Trypsin 
wird abgesaugt, die Zellen durch anschließendes Klopfen vom Boden der Flasche gelöst 
und in 5ml K‐DMEM aufgenommen. Wird diese Passage nun auf z.Bsp. 4 Kulturflaschen 
(25  cm2  Bodenfläche)  aufgeteilt, müssen  15ml  K‐DMEM  in  einem  Falcon  vorgelegt 





                                         
Aussetzen der Zellen 
Wenn  die  Caco‐2  Zellen  eine  80%ige  Konfluenz  erreicht  haben  bzw.  die  THP‐1 
Monozyten eine Zellzahl von  1,2‐1,6*106 Zellen/ ml erreicht haben werden die Zellen 
ausgesetzt. 
Unter  Verwendung  von  1,5ml  Trypsin  werden  die  Caco‐2  Zellen  vom  Boden  einer 
Zellkulturflasche  gelöst  (siehe  Passagieren  der  Caco‐2  Zellen),  in  5ml  K‐DMEM 
aufgenommen, mit 10ml K‐DMEM vermischt und gleichmäßig auf zwei 6‐Well‐Platten 
(1ml pro Well), zur Herstellung von undifferenzierten Caco‐2 Zellen, bzw. auf eine 12‐
Well‐Platte  (2ml  pro  Well),  zur  Herstellung  von  differenzierten  Caco‐2  Zellen, 
aufgeteilt. Die Zellen lässt man im Brutschrank bei 37°C und 5% CO2 auf 60% Konfluenz 
(subkonfluente, undifferenzierte Zellen) bzw. 3 Wochen nach Erreichen der Konfluenz 
(differenzierte  Zellen)  wachsen,  bevor  man  sie  mit  bovinem‐  und  rekombinantem 
humanen Laktoferrin inkubiert.  
THP‐1  Monozyten  werden  bei  einer  Zelldichte  von  1,2‐1,6*106  Zellen/  ml  (für 
Westerblot und rtPCR Proben) bzw. 0,5* 106 Zellen/ ml  (für Wachstumstests)  in eine 
12‐Well‐Platte  (2ml  pro  Well  für  Westerblot  und  rtPCR  Proben;  1ml  pro  Well  für 
Wachstumstest)  ausgesetzt  und  nach  1h  im  Brutschrank  bei  37°C  und  5%  CO2 
inkubiert. 
Inkubieren der Zellen 
Durch  Einsetzen  des  entsprechenden  Volumens  der  Stocklösung  im 
Zellkulturüberstand werden die Laktoferrin‐Stocklösungen (rötlich, da Eisen hältig; bLF 
sowie rhLF: 20mg/ml) auf die gewünschte Konzentration verdünnt. Die Zellen werden  






                                         





(200µl  im  Fall  von differenzierten,   bzw. 100µl,  im  Fall  von undifferenzierten Zellen) 
inkubiert. Mit Hilfe eines Schabers werden die Zellen vom Boden gelöst und in ein Eppi 
überführt. Das Eppi wird  in  flüssigem Stickstoff schockgefrostet, anschließend auf Eis 
aufgetaut  und  die  Zellreste  bei  4°C  für  15  min  bei  13.500rpm  zu  einem  Pellet 
zentrifugiert. Der Überstand wird  in  ein  neues  Eppi  überführt  und  bei  ‐20°C  bis  zur 
Weiterverwendung gelagert. 
Für  rtPCR:  Die  Zellen  werden  5min  mit  500µl  TriFAST  (TriFAST‐  Abfälle  gesondert 
entsorgen,  da  giftig)  inkubiert  und  anschließend  in  ein  Eppi  überführt.  Im  Fall  von 
differenzierten  Zellen  wird  zusätzlich  25min  bei  4°C  und  12.000g  zentrifugiert,  um 






Inhalt  jedes  Wells  wird  in  je  ein  Eppi  überführt,  die  Zellen  durch  vorsichtiges 
Zentrifugieren von der Lösung getrennt (5min bei 4°C und 1.200g) und 2x mit 2ml 1x 
PBS  gewaschen  (5min  bei  4°C  und  1200g),  gut  trocken  gesaugt  und  wie  folgt 
verarbeitet: 
Für Westernblot: Die  Zellen werden  10min mit  80µl  Lysis Buffer:  Proteaseinhibitor= 




                                         
Der  Überstand  wird  in  ein  neues  Eppi  überführt  und  bei  ‐20°C  bis  zur 
Weiterverwendung gelagert. 
Für  rtPCR:  Die  Zellen  werden  5min  mit  500µl  TriFAST  (TriFAST‐  Abfälle  gesondert 
entsorgen, da giftig)  inkubiert und anschließend  in ein Eppi überführt und dieses bei 


















































Um  die  Proliferation  von  Zellen  zu  bestimmen,  gibt  es mehrere Möglichkeiten.  Die 








v.a.  Nicotinamidadenindinucleotid  (NADH),  zu  geringerem  Ausmaß  auch 








Die Caco‐2 Zellen werden  in  Schlangenlinien und der Reihenfolge:  links nach  rechts, 
oben nach unten, auf einer 96‐Well‐Platte vereinzelt ausgesetzt  (100µl/Well) und  für 
einen  Tag  im Brutschrank bei 37°C und  5% CO2  gelagert. Anschließend   werden die 
Wells  (subkonfluent: 20‐ 40%) mit den Laktoferrin‐Lösungen  (bLF,  rhLF) gewünschter 
Konzentration  (0,5µg/ml,  5µg/ml,  50µg/ml  und  500µg/ml)  sowie  1x  PBS  (als 
Kontrollprobe) in der Reihenfolge: oben nach unten und links nach rechts, versetzt und 
für 24h bzw. 72h im Brutschrank bei 37°C und 5% CO2 inkubiert. 






                                         




schwache  Klopfbewegungen  der  Platte  entzogen.  Anschließend  werden  die  Zellen 
zweimal  mit  1x  PBS  (200µl/  Well)  unter  zu  Hilfenahme  einer  8‐  Kanalpipette 
gewaschen  und  dann  mit  Dimethylsulfoxid  (DMSO;  50µl/  Well;  Achtung:  toxisch) 
lysiert.  
Abschließend wird die Extinktion der einzelnen Lösungen und des Blindwertes (DMSO) 
bei  570nm  gemessen,  die  Ergebnisse  in  eine  „Excel‐ Datei“  übertragen,  die  relative 
Wachstumsrate  im  Bezug  zur  Kontrolle  errechnet  und  graphisch  mit  Hilfe  des 
Programms „Prism 3.0“ dargestellt. 
Zellzahlbestimmung mit dem Casy®1 (THP‐1 Monozyten) 
Die  THP‐1  Monozyten  werden  in  Schlangenlinien  und  der  Reihenfolge:  oben  nach 
unten  und  links  nach  rechts,  auf  einer  12‐Well‐Platte  vereinzelt  ausgesetzt  (0,5*106 
Zellen/ ml; 1ml/ Well). Anschließend   werden die Wells mit den Laktoferrin‐Lösungen 




Counter  and  Analyser  System Model  TT“  (Casy®1)  bestimmt,  die  Ergebnisse  in  eine 
„Excel‐  Datei“  übertragen,  die  relative  Wachstumsrate  im  Bezug  zur  Kontrolle 
errechnet und graphisch mit Hilfe des Programms „Prism 3.0“ dargestellt. 



















































































































Um die Aktivität  von Matrixmetalloproteinasen  (MMP‐2 und MMP‐9) bestimmen  zu 
können,  bedient  man  sich  einer  Methode  bei  der  die  Enzymaktivität  durch 
39 
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Substratabbau nachgewiesen wird, dem sog. Zymogramm. Aktivierte MMPs sowie Pro‐ 
MMPs  (Konfortmationsänderung  durch  SDS)  sind  in  der  Lage,  das  im  Trenngel 







Das Gel  für  die  Proteinauftrennung  besteht  aus  einem  8%igen  Sammel‐  und  einem 
4%igen Trenngel (Tab.2). Das Trenngel wird  laut Pipettierschema (s.u.)  in einem 15ml 
Falcon hergestellt (inkl. Gelatine aus Substrat) und gut gevortext. Danach wird es etwa 
























Die  Polymerisation  des  Acrylamids  wird  durch  Ammoniumpersulfat  (APS),  als 
Radikalgenerierer, und TEMED, als Katalysator, in Gang gesetzt und macht dieses somit 






                                         






Niveau  gebracht  werden.  Die  Daten  des  Proliferationstests  dienen  dabei  als 
Berechnungsgrundlage,  das  1x  PBS  als  Verdünnungsmedium.  Zelllysate  einer  Serie 
werden nun mit 1x PBS der niedrigsten Konzentration dieser Serie angepasst. Danach 








Füllvolumen  der Geltaschen:  10er  Kämme=  25µl;  15er  Kämme=  15µl), wobei  die  1. 
Geltasche  ausgelassen  wird,  da  diese  für  3µl  der  Proteinleiter  vorgesehen  ist. 
Zusätzlich zu den Proben wird als Blindwert Medium (DMEM + 10% FCS) aufgetragen. 
ELFO durchführen 




gut mit Aqua dest. gespült und danach  für 17‐18h  (über Nacht)  im  Inkubationbuffer 
41 
Material und Methoden 





und mit 0,1%iger Coomassie‐Lösung  (Färbelösung; engl.  staining  solution)  für 1h am 
Belly Dancer (Stufe 3) blau gefärbt. Nach Begutachtung der Färbung am Light Boy wird 
das  Färbemedium  in  die  Orginalflasche  zurückgeleert  (Wiederverwendung möglich) 
und  das Gel  nun  am  Belly Dancer  so  lange  in  der  Entfärbelösung  (engl.:  destaining 


























Bei  der  Proteinbestimmung  handelt  es  sich,  wie  der  Name  schon  verrät,  um  die 
Bestimmung des Proteingehaltes der Zelllysate mittels Photometrie. 
3.4.3 Durchführung: 
Da  es  sich  um  eine  photometrische  Methode  handelt,  bedient  man  sich  einer 











                                         


























































































































































































DNA‐Fragmente,  und  dem  Northernblot,  mit  dem  man  RNA‐Fragmente  sichtbar 
machen kann. Mit dem Westernblot ist es nun möglich Proteine zu visualisieren. 
In  den  folgenden  Versuchen  wird  untersucht,  ob  ein  bestimmter 
Signaltransduktionsweg  aktiviert  wurde,  indem  die  zu  diesem  Weg  zugehörigen 
Signalproteine  betrachtet  werden.  Ob  nun  eine  Aktivitätserhöhung  durch 







Falcon  hergestellt  und  gut  gevortext.  Danach wird  dieses  etwa  5cm  hoch  in  einen 























                                         
Die  Polymerisation  des  Acrylamids  wird  durch  Ammoniumpersulfat  (APS),  als 
Radikalgenerierer, und TEMED, als Katalysator, in Gang gesetzt und macht dieses somit 
ungefährlich.  Im  flüssigen Zustand  jedoch  ist Acrylamid stark krebserregend, weshalb 
beim Pipettieren Vorsicht geboten ist.  
Nach 30min  Stehzeit  ist das Trenngel polymerisiert und  kann nun  von  iso‐ Propanol 





Da  die  Zelllysatproben  in  gleicher  Proteinkonzentration  auf  das  Gel  aufgetragen 











Füllvolumen  der Geltaschen:  10er  Kämme=  25µl;  15er  Kämme=  15µl), wobei  die  1. 
Geltasche ausgelassen wird, da diese für 3µl der Proteinleiter vorgesehen ist.  
Durchführung der ELFO  




                                         
Erstellung des Blots 
Bevor  die  ELFO  beendet wird, werden  die  nötigen Materialen  für  den  Transferblot 
vorbereitet. Für jedes Gel benötigt man eine Spange, versehen mit zwei Schwämmen, 
zwei  Filterpapieren  und  einem  Streifen  Nitrocellulose  passender  Größe.  Alle 
verwendeten Materialien werden vor Gebrauch in Transferbuffer getränkt.  
Die ELFO‐Kammer wird geöffnet, die Gele entnommen und eine Glasplatte abgehoben. 
Nun  kürzt  man  das  Gel  mit  einer  Rasierklinge  auf  die  gewünschte  Größe.  Als 
Hilfestellung  dient  die  Proteinleiter,  anhand  derer  man  die  Lage  des  gesuchten 
Proteins  feststellen  kann  (Abb.  15).  Das  Bromphenolblau  zeigt  die  Lauffront  an. 






versehene  Transferkammer  eingesetzt.  Dadurch  können  die  Proteine  auf  die 
Nitrocellulose  geblottet  werden  (Abb.  16),  d.h.  von  der  Kammermitte  aus  kommt 
zuerst  die  Nitrocellulose,  dann  das  Gel,  da  der  Stromfluss  von  außen  nach  innen 









Nachdem  die  Proteine  vom Gel  auf  die Nitrocellulose  transferiert wurden, wird  die 




Damit  der  primäre  Antikörper  (prim.  AK) wirklich  nur  an  der  gewünschten  Position 
bindet, müssen  Nitrocellulosefragmente  geblockt  werden.  Dies  erreicht man  durch 
einstündige  Inkubation  der  Nitrocellulose  mit  Blockingbuffer  (Herstellung  s.o.)  am 
Bellydancer  (Stufe  3).  Nach  dem  Blocken  wird  die  Nitrocellulose  2x  für  5min  mit 
Washingbuffer am Bellydancer von Blockingbuffer‐ Resten befreit. 








                                         
Tab. 4: Herstellung der prim. AK‐ Lösungen (verdünnt mit 3%iger BSA‐Lösung;  inklusive Zufügen einer Spatelspitze 
Natriumazid). 
Antikörper  Molmasse  Isotyp  Verdünnung  Bezugsfirma 
panERK  42kDa  Mouse IgG2a  1 : 3000  BD Biosciences 
p‐ERK 1/ 2  44/ 42kDa  Rabbit IgG  1 : 3000  Cell Signalling 
p‐p38 MAPK  43kDa  Rabbit IgG  1 : 3000  Cell Signaling 
Calnexin  67kDa  Rabbit IgG  1 : 3000  Abcam 
Smad2  60kDa  Rabbit IgG  1 : 3000  Cell Signaling 
p‐Smad2  60kDa  Rabbit IgG  1 : 3000  Cell Signaling 
 
Inkubation  mit  sekundärem  Antikörper  (sek.  AK;  gegen  primären  Antikörper 
gerichtet) 
Die  prim.  AK‐Lösung wird  nun  in  den  Falcon  zurückpipettiert,  da man  diese wieder 
verwenden  kann.  Anschließend  wird  die  Nitrocellulose  3x  mit  Washingbuffer  am 
Bellydancer  (Stufe 3)  für  jeweils 10min gewaschen, danach mit sek. AK‐ Lösung  (sek. 
AK:  Blockingbuffer  =  1:10000)  für  1  h  am  Bellydancer  inkubiert  und  abschließend 
nochmals 3 x wie oben beschrieben gewaschen. 
Inkubation mit Photoreagenz (Chemiluminescenz Reagenz) 
Die  Nitrocellulose  wird  vom  Washingbuffer  befreit  und  mit  der  geringstmöglichen 
Menge  an  ChemiImager  Reagenz  (1:1  Gemisch  der  beiden  in  einer  Packung 
enthaltenen Lösungen) beträufelt. Anschließend wird sie 5 min im Dunkeln inkubiert. 
Entwicklung eines Photos (mittels Imager‐Gerät) 








































































































































Mit  Hilfe  der  rtPCR  lässt  sich  die  Expression  ausgewählter  Gene  bzw.  die 
Expressionssteigerung oder Expressionsminderung durch Inkubation der Zelle mit einer 
bestimmten  Substanz,  in  diesem  Fall  Laktoferrin,  nachverfolgen.  Als  Spiegel  der 
Expression dient die messengerRNA  (mRNA), die zuerst  isoliert und anschließend mit 
Hilfe der  reversen Transkriptase  in die complimentary DNA  (cDNA) „umgeschrieben“ 
wird.  
Mit der  so erhaltenen  cDNA  lassen  sich nun beliebig  viele PCRs durchführen, wobei 






                                         
Tab. 5: Zeigt die Nukleotidseqenzen der  forward and  reverse Primer, der  zu amplifizierenden Gene  sowie deren 
Annealingtemperatur  (AT), Zyklenoptimum  (ZO) und die Größe des Amplicons.  (GAPDH: Glycerinaldehydphosphat 
Dehydrogenase; PAI‐1: Plasminogen Aktivator Inhibitor‐1; uPA:Urokinase‐Typ Plasminogen Aktivator; ICAM‐1: Inter‐















































das  Gel  erfolgreich  am  Boden  des  PLGT  sitzt, werden  100µl  Chloroform  und  500µl 
Probe  zugegeben  und  diese  Mischung  anschließend  für  20  Sekunden  intensiv 
geschüttelt, nicht gevortext. Während nun das hellrosa farbene Gemisch für 5min bei 
12.000*g zentrifugiert, wird Eis vorbereitet, da ab diesem Zeitpunkt bei  4°C gearbeitet 
werden  muss.  Für  jedes  PLGT  wird  ein  mit  Diethylpyrocarbonat  (DEPC)‐  Wasser 
behandeltes Eppi auf Eis mit 250µl 4°C kalten iso‐ Propanol vorbereitet.  
Die DEPC‐ Wasser‐ Behandlung der Eppis und der Pipettenspitzen  sowie die  spätere 
Verwendung  des DEPC‐ Wassers  selbst  ist  nötig,  da DEPC die RibuNuclease  (RNase) 
Aktivität  inhibiert und somit den unter normalen Zuständen verlaufenden Abbau der 
RNA verhindert. Diethylpyrocarbonat ist sehr giftig und leicht flüchtig, weshalb nur im 




auf  das  vorgelegte  iso‐Propanol  pipettiert  (auf  gleiches  Volumen  bei  jeder  Probe 





12.000g  zentrifugieren,  Ethanol  verwerfen.  Das  Pellet  durch  den  Luftzug  in  der 
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Das  trockene  Pellet wird  in  14µl  (14µl=  12µl  +  Sicherheitszuschlag  von  2µl)  DEPC‐ 
Wasser  suspendiert  und  innerhalb  von  10 min  am  55°C  heißen Wasserbad  gelöst. 
Danach  werden  12µl  der  gelösten  RNA  in  ein  PCR‐Tube  überführt  und  auf  Eis 
weiterverarbeitet. 1µl Random Hexamer Primer wird zugefügt und für 10 min bei 70°C 



















RT Buffer  5x  1x  4µl  13,2µl 
dNTPs  10mM  1mM  2µl  6,6µl 
RNAse Inhibitor  40U/ µl  1U/ µl  0,5µl  1,7µl 
Reverse 
Transkriptase 









laut  Tab.  7  in  einem  kleinen  Eppi  zusammengefügt  wird.  Die  einzelnen  Lösungen 
werden  vor  dem  Pipettieren,  der  fertige  Mastermix  danach  kurz  gevortext.  Wird 
dasselbe  Gen  in  3  Proben  vervielfältigt,  kann  die  3‐fache Menge  des Mastermixes 
vorbereitet und diese dann aliquot aufgeteilt werden.  
 





































Während  der  Thermocycler  läuft  werden  die  1,5%igen  Agarose  Gele  für  die 
anschließende elektrophoretische Auftrennung der Genprodukte vorbereitet. Für ein 
Agarosegel werden 0,6g Agarose  in ein 250ml Becherglas eingewogen, mit 40ml Tris‐
Borsäure‐EDTA‐Buffer  (TBE‐Buffer) vermischt und  in der Mikrowelle bei 800W  für 40 
Sekunden erhitzt, wobei die Lösung etwa 20 Sekunden lang sieden muss.  
Anschließend werden der Lösung 20µl Ethidiumbromid (0,5g/ml) zugefügt, diese dann 
2 mal  kreisförmig  geschwenkt  und  in  eine  kurz  zuvor  vorbereitete  Form  (Schablone 







                                         
ELFO der PCR Produkte, Visualisierung der Banden und Auswertung des Photos 
Wenn die PCR beendet ist werden die Proben dem Thermocylcer entnommen und auf 
Eis  gestellt.  Als  Farbmarker  zum  Abschätzen  der  bereits  gelaufenen  Strecke  im Gel 
findet bevorzugt Xylencyanol  (XC;  sog. Loading dye) Verwendung, da XC durch  seine 





15µl  der  vorbereiteten  Proben  sowie  3µl  einer  DNA‐Leiter  als  Indentifikationshilfe 
befüllt. Die amplifizierte DNA wird nun  in Richtung zur Anode bei 100V für 20min der 










                                         
4 ERGEBNISSE 
Laktoferrin  (LF)  bietet  ein  breites  Spektrum  an  experimentellen  Ansätzen.  Die 









(rhLF)  im  Vergleich  zu  bLF  in  Bezug  auf  Signaltransduktion,  Genexpression  und 
Zellproliferation getestet. Zu den Methoden der Wahl zählten dabei: (A) Westernblot, 
zur Untersuchung der Signaltransduktion,  (B)  reverse  transcription Polymerase Chain 
Reaction  (rtPCR),  zur  Analyse  der  Genexpression  und  (C)  MTT‐Test  sowie 
Zellzahlbestimmung,  zur  Bestimmung  der  Proliferationsrate.  Im  Fokus  der 
Beobachtung  standen  die  Aktivierung  von  p38 MAPK,  ERK1/2  und  Smad‐2  Signale 
sowie  die  Stimulierung  der  Expression  Extrazellulärmatrix‐  modellierender  Gene  in 
Caco‐2 Zellen und THP‐1 Monozyten und deren Proliferationsverhalten.  
Caco‐2  Zellen  sind  adhärente,  humane,  heterogene,  kolorektale,  epitheliale 
Adenokarzinomzellen.  Im undifferenzierten, subkonfluenten Stadium gleichen sie den 
Stammzellen  des  Dickdarms,  durch  längere  Kultivierung  (bis  zu  3  Wochen) 
differenzieren sie  jedoch zu dem Phänotyp eines Enterozyten des Dünndarms [PINTO 
et al., 1983].  
THP‐1  Monozyten  sind  Suspensionzellen  und  entstammen  einem  an  akuter 
monozytischer  Leukämie  erkrankten  Patienten.  Bei  Kultivierung  unter  Zusatz  von 




                                         
Die Entscheidung für den experimentellen Einsatz von Caco‐2 wurde getroffen, da sich 
in diesen Modell die Wirkung von oral aufgenommenem humanem Laktoferrin  (hLF) 
aus  der  Muttermilch  im  Vergleich  zu  bovinem  Laktoferrin  (bLF)  aus  der  Kuhmilch 
simulieren ließ.  




In  folgenden  Tabellen  und  Graphen wurde  die  Antwort  der  subkonfluenten  Caco‐2 
Zellen, der differenzierten Caco‐2 Zellen und der THP‐1 Monozyten auf  rhLF und bLF 
Inkubation,  zum  einen  im  Zeit‐  (1‐,  4‐,  24  Stunden)  und  zum  anderen  im 
Konzentrationsverlauf  (0,5‐,  5‐,  50‐,  500µg/ml)  dargestellt.  Die  mittels  drei 
unabhängiger Versuche generierten Daten wurden mit Hilfe des Computerprogramms 
„Prism  3.0“  statistisch  ausgewertet  und  in  eine  repräsentative  Form  (Tabellen  und 
Graphen) überführt.  
Die Tabellen  zeigen neben Konfidenzintervall  (KI) und dem p‐Wert  (Signifikanzniveu) 
die mittlere Differenz  (MD). Da es  sich hierbei um eine Differenz handelt muss man 
den Wert von 1 (Kontrolle) dazu rechnen, um die tatsächliche Stimulierung/Aktivierung 
zu  erhalten.  Möchte  man  jedoch  den  Unterschied  der  Stimulierung/Aktivierung 









Weder  die  1‐  noch  die  4‐  stündige  Inkubation  mit  50µg/ml  rhLF  führte  zu  einer 
Aktivierung  von  Smad2,  p38  sowie  ERK1  und  ERK2  in  subkonfluenten  bzw. 
undifferenzierten Caco‐2 Zellen (Abb. 1a). Im Vergleich dazu führt die 1‐ wie auch die 
4‐  stündige  Inkubation mit 50µg/ml bLF  zu einer 2,4  fachen Aktivierung des Smad‐2 
Signals. Die Phosphorylierung von p38 wird nach bLF bei 1‐ stündiger Inkubation nicht 
und nach 4‐ stündiger um 40% stimuliert (n.s.). 1‐ sowie 4‐ stündige Inkubation mit bLF 




Signal  Dauer  LF  MD*  p‐Wert*  KI* 
p‐p38  1h  rhLF  0,10  >0,05  0,70 bis ‐0,50 
    bLF  ‐0,19  >0,05  0,41 bis ‐0,79 
  4h  rhLF  ‐0,03  >0,05  0,62 bis ‐0,67 
    bLF  0,36  >0,05  1,00 bis ‐0,29 
pERK1  1h  rhLF  ‐0,09  >0,05  0,53 bis ‐0,71 
    bLF  ‐0,11  >0,05  0,51 bis ‐0,73 
  4h  rhLF  ‐0,08  >0,05  0,60 bis ‐0,75 
    bLF  0  >0,05  0,68 bis ‐0,67 
pERK2  1h  rhLF  ‐0,04  >0,05  0,59 bis ‐0,66 
    bLF  ‐0,14  >0,05  0,48 bis ‐0,76 
  4h  rhLF  0  >0,05  0,68 bis ‐0,67 
    bLF  0,01  >0,05  0,68 bis ‐0,67 
pSmad2  1h  rhLF  0,10  >0,05  0,45 bis ‐0,26 
    bLF  1,44  <0,001  1,80 bis 1,09 
  4h  rhLF  0,16  >0,05  0,51 bis ‐0,20 





Signal  Dauer  MD*  p‐Wert*  KI* 
p‐p38  1h  0,29  >0,05  ‐0,23 bis 0,80 
  4h  ‐0,38  >0,05  ‐0,99 bis 0,22 
pERK1  1h  0,02  >0,05  ‐0,54 bis 0,58 
  4h  ‐0,08  >0,05  ‐0,73 bis 0,57 
pERK2  1h  0,11  >0,05  ‐0,46 bis 0,67 
  4h  ‐0,01  >0,05  ‐0,65 bis 0,64 
pSmad2  1h  ‐1,34  <0,001  ‐1,65 bis ‐1,04 










Abb.17:  Einfluss  von  rekombinantem  humanen  Laktoferrin  auf  die  Aktivierung  ausgewählter 
Signalproteine  in undifferenzierten Caco‐2 Zellen  im Vergleich zu bovinem Laktoferrin mittels Western 
Blot.  (a)  Repräsentative  Abbildung  der  p‐Smad2,  p‐p38  und  p‐ERK1/2  Signalbanden  sowie  der 
Ladekontrollen  panERK  und  Smad2  nach  1‐  und  4‐stündiger  Inkubation  mit  rhLF  und  bLF  (jeweils 
50µg/ml)  sowie die graphische Darstellung  (b) der  relativen p38,  (c) der  relativen ERK1/2 und  (d) der 
relativen Smad2 Aktivierung. Mittelwert (+/‐ SD) von drei unabhängigen Experimenten. Die Ergebnisse 




















Gen  Dauer  LF  MD*  p‐Wert*      KI* 
PAI‐1  1h  rhLF  ‐0,03  >0,05  0,53 bis ‐0,59 
    bLF  0,01  >0,05  0,57 bis ‐0,55 
  4h  rhLF  ‐0,08  >0,05  0,48 bis ‐0,63 
    bLF  ‐0,09  >0,05  0,47 bis ‐0,65 
MMP‐1  1h  rhLF  ‐0,13  >0,05  0,46 bis ‐0,72 
    bLF  0,05  >0,05  0,64 bis ‐0,54 
  4h  rhLF  ‐0,04  >0,05  0,55 bis ‐0,62 





Gen  Dauer  MD*  p‐Wert*  KI* 
PAI‐1  1h  ‐0,04  >0,05  ‐0,52 bis 0,45 
  4h  0,02  >0,05  ‐0,47 bis 0,50 
MMP‐1  1h  ‐0,19  >0,05  ‐0,70 bis 0,32 





Abb. 18:  Einfluss  von  rekombinantem humanen  Laktoferrin  auf die  Expression  ausgewählter Gene  in 
undifferenzierten Caco‐2 Zellen  im Vergleich zu bovinem Laktoferrin. (a) Repräsentative Abbildung der 
PAI‐1  und  MMP‐1  Genexpression  sowie  des  Housekeeping‐Gens  GAPDH  nach  1‐  und  4‐stündiger 
Inkubation mit rhLF und bLF (jeweils 50µg/ml) sowie die graphische Darstellung (b) der relativen PAI‐1 
und  (c)  der  relativen  MMP‐1  Stimulierung.  Mittelwert  (+/‐  SD)  von  drei  unabhängigen  rtPCR 










bLF  (jeweils  50µg/ml)  führte  zu  keiner  deutlichen  Aktivierung  der  Signalproteine 
Smad2, p38  sowie ERK1 und ERK2  (Abb. 19a). Da die Signalstärke der ausgewählten 
Proteine  trotz  Berücksichtigung  hoher  Applikationsmengen  (~  65µg  Protein  pro 
Geltasche) sehr schwach ausfiel, war eine Abbildung aller Signale zwar möglich, eine 
statistische Auswertung jedoch nur im Fall von p‐p38, pERK1 und pERK2 (Tab. 12, ‐13; 
Abb.  19b,  ‐c).  p38  wurden  nach  1‐  stündiger  Inkubation  mit  rhLF  sowie  mit  bLF 
schwach  (n.s.), nach 4‐  stündiger  Inkubation hingegen weder mit  rhLF noch mit bLF 
aktiviert. 
 
Tab. 12: Einfluss von  rhLF sowie bLF  (je. 50µg/ml) auf die Aktivierung ausgewählter Signalproteine  in diff. Caco‐2 
Zellen nach 1‐ und 4‐stündiger Inkubation im Vergleich zur Kontrollprobe. 
Signal  Dauer  LF  MD*  p‐Wert*  KI* 
p‐p38  1h  rhLF  0,28  >0,05  0,78 bis –0,22 
    bLF  0,50  >0,05  1,00 bis ‐0,002 
  4h  rhLF  0,10  >0,05  0,41 bis ‐0,60 
    bLF  0,08  >0,05  0,42 bis ‐0,58 
pERK1  1h  rhLF  0,23  >0,05  0,89 bis ‐0,43 
    bLF  0  >0,05  0,66 bis ‐0,66  
  4h  rhLF  ‐0,11  >0,05  0,55 bis ‐0,77 
    bLF  ‐0,03  >0,05  0,64 bis ‐0,69 
pERK2  1h  rhLF  0,37  >0,05  1,03 bis ‐0,30 
    bLF  ‐0,04  >0,05  0,62 bis ‐0,66 
  4h  rhLF  ‐0,06  >0,05  0,60 bis ‐0,72 
    bLF  ‐0,14  >0,05  0,52 bis ‐0,80 
pSmad2  1h  rhLF  ‐  ‐  ‐ 
    bLF  ‐  ‐  ‐ 
  4h  rhLF  ‐  ‐  ‐ 





Signal  Dauer  MD*  p‐Wert*  KI* 
p‐p38  1h  ‐0,22  >0,05  ‐0,65 bis 0,22 
  4h  ‐0,01  >0,05  ‐0,45 bis 0,42 
pERK1  1h  0,23  >0,05  ‐0,36 bis 0,82 
  4h  ‐0,08  >0,05  ‐0,68 bis 0,51 
pERK2  1h  0,40  >0,05  ‐0,19 bis 0,99 
  4h  0,08  >0,05  ‐0,51 bis 0,67 
pSmad2  1h  ‐  ‐  ‐ 










Abb.  19:  Einfluss  von  rekombinantem  humanen  Laktoferrin  auf  die  Aktivierung  ausgewählter 
Signalproteine  in differenzierten Caco‐2 Zellen (21 Tage  in Kultur)  im Vergleich zu bovinem Laktoferrin 
mittels Western  Blot.  (a)  Repräsentative  Abbildung  der  p‐Smad2,  p‐p38  und  p‐ERK1/2  Signalbanden 
sowie  der  Ladekontrollen  panERK  und  Smad2  nach  1‐  und  4‐stündiger  Inkubation mit  rhLF  und  bLF 
(jeweils 50µg/ml)  sowie die graphische Darstellung  (b) der  relativen p38 und  (c) der  relativen ERK1/2 
Aktivierung. Mittelwert  (+/‐ SD) von drei unabhängigen Experimenten. Die Ergebnisse wurden auf die 




zeigte  im  Konzentrationsverlauf    (rhLF:  0,5‐,  5‐,  50‐,  500µg/ml  und  50µg/ml  bLF) 
abermals keine Aktivierung des Smad2, p38 sowie ERK1 und ERK2 Signals (Abb. 20a). 




                                         
Das  p‐p38  Signal  war  aufgrund  der  Signalschwäche  und  dem  uneinheitlichen 
Erscheinungsbild  der  3  unabhängigen  Versuche  nicht  statistisch  auswertbar  und 
konnte somit graphisch nicht dargestellt werden. Da p‐p38 zu den Stress‐  induzierten 
Signalen  gehört  und  die  Kultivierung  der  Caco‐2  Zellen  über  3 Wochen  eine  breite 
Möglichkeit  bietet  die  Zellen  einer  Stresssituation  auszusetzen,  kann  dieses 
Erscheinungsbild eventuell dadurch erklärt werden. 
 
Tab.  14:  Einfluss  von  rhLF  im  Konzentrationsverlauf  (0,5‐,  5‐,  50‐  und  500µg/ml)  sowie  bLF  (50µg/ml)  auf  die 
Aktivierung  ausgewählter  Signalproteine  in  diff.  Caco‐2  Zellen  nach  4‐stündiger  Inkubation  im  Vergleich  zur 
Kontrollprobe.  
Signal  LF  Konz.  MD*  p‐Wert*  KI* 
p‐p38  rhLF  0,5  ‐  ‐  ‐ 
    5  ‐  ‐  ‐ 
    50  ‐  ‐  ‐ 
    500  ‐  ‐  ‐ 
  bLF  50  ‐  ‐  ‐ 
pERK1  rhLF  0,5  0,25  >0,05  ‐0,29 bis 0,78 
    5  0,26  >0,05  ‐0,27 bis 0,80 
    50  0  >0,05  ‐0,53 bis 0,53 
    500  0,04  >0,05  ‐0,49 bis 0,57 
  bLF  50  ‐0,07  >0,05  ‐0,61 bis 0,46 
pERK2  rhLF  0,5  0,15  >0,05  ‐0,39 bis 0,68 
    5  0,23  >0,05  ‐0,30 bis 0,77 
    50  0,07  >0,05  ‐0,46 bis 0,61 
    500  0,16  >0,05  ‐0,38 bis 0,69 
  bLF  50  ‐0,08  >0,05  ‐0,61 bis 0,46 
pSmad2  rhLF  0,5  0,05  >0,05  0,53 bis ‐0,44 
    5  ‐0,01  >0,05  0,47 bis ‐0,50 
    50  0,04  >0,05  0,53 bis ‐0,44 
    500  ‐0,02  >0,05  0,46 bis ‐0,51 









                                         
Abb. 20c 
 
Abb.  20:  Einfluss  von  rekombinantem  humanen  Laktoferrin  auf  die  Aktivierung  ausgewählter 
Signalproteine  in differenzierten Caco‐2 Zellen (21 Tage  in Kultur)  im Vergleich zu bovinem Laktoferrin 
mittels Western  Blot.  (a)  Repräsentative  Abbildung  der  p‐Smad2,  p‐p38  und  p‐ERK1/2  Signalbanden 

















Gen  Dauer  LF  MD*  p‐Wert*      KI* 
PAI‐1  1h  rhLF  0,05  >0,05  0,92 bis ‐0,84 
    bLF  0,08  >0,05  0,97 bis ‐0,80 
  4h  rhLF  0,18  >0,05  1,06 bis ‐0,71 
    bLF  ‐0,13  >0,05  0,76 bis ‐1,01 
MMP‐1  1h  rhLF  0,05  >0,05  0,53 bis ‐0,44 
    bLF  ‐0,02  >0,05  0,47 bis ‐0,50 
  4h  rhLF  0,04  >0,05  0,53 bis ‐0,44 





                                         
Tab. 16: Vergleich der Expressionssteigerung ausgewählter Gene nach 1‐ und 4‐stündiger Inkubation mit 50µg/ml LF 
in diff. Caco‐2 Zellen: rhLF vs. bLF  
Gen  Dauer  MD*  p‐Wert*  KI* 
PAI‐1  1h  ‐0,04  >0,05  ‐0,80 bis 0,73 
  4h  0,30  >0,05  ‐0,46 bis 1,07 
MMP‐1  1h  0,06  >0,05  ‐0,35 bis0,47 





Abb. 21:  Einfluss  von  rekombinantem humanen  Laktoferrin  auf die  Expression  ausgewählter Gene  in 
differenzierten Caco‐2 Zellen (21 Tage in Kultur) im Vergleich zu bovinem Laktoferrin. (a) Repräsentative 
Abbildung der PAI‐1 und MMP‐1 Genexpression sowie des Housekeeping‐Gens GAPDH nach 1‐ und 4‐
stündiger  Inkubation  mit  rhLF  und  bLF  (jeweils  50µg/ml)  sowie  die  graphische  Darstellung  (b)  der 





Konzentrationsverlauf    (rhLF:  0,5‐,  5‐,  50‐,  500µg/ml  und  50µg/ml  bLF)  führte, 
unabhängig  von  der  Laktoferrinkonzentration,  zu  keiner  Expressionserhöhung  von 
PAI‐1 und MMP‐1 (Tab. 17;  Abb. 22). Wieder konnte eine MMP‐2, ‐3 und ‐9 Expression 
nicht detektiert und somit nicht dargestellt werden. 
Tab.  17:  Einfluss  von  rhLF  im  Konzentrationsverlauf  (0,5‐,  5‐,  50‐  und  500µg/ml)  sowie  bLF  (50µg/ml)  auf  die 
Expression ausgewählter Gene in diff. Caco‐2 Zellen nach 4‐stündiger Inkubation im Vergleich zur Kontrollprobe.  
Signal  LF  Konz.  MD*  p‐Wert*  KI* 
PAI‐1  rhLF  0,5  0,05  >0,05  0,65 bis ‐0,55 
    5  0,12  >0,05  0,72 bis ‐0,48 
    50  0,14  >0,05  0,74 bis ‐0,46 
    500  ‐0,12  >0,05  0,48 bis ‐0,71 
  bLF  50  0,17  >0,05  0,77 bis ‐0,42 
MMP‐1  rhLF  0,5  ‐0,17  >0,05  0,75 bis ‐1,09 
    5  ‐0,01  >0,05  0,91 bis ‐0,93 
    50  ‐0,09  >0,05  0,83 bis ‐1,01 
    500  ‐0,14  >0,05  0,78 bis ‐1,06 





                                         
Abb. 22a  Abb. 22b  Abb. 22c 
 











Undifferenzierte  Caco‐2  Zellen  zeigten  in  Gegenwart  von  rhLF  mit  zunehmender 
Inkubationsmenge und  Inkubationszeit  im MTT‐Test eine Proliferationssteigerung um 
maximal  51%  (n.s.)  nach  2‐  tägiger  Inkubation mit  50µg/ml  rhLF.  Ein  proliferativer 




Tage  Konz.  MD*  p‐Wert*  KI* 
1  0,5  0,13  >0,05  0,66 bis ‐0,39 
  5  0,19  >0,05  0,71 bis ‐0,33 
  50  0,14  >0,05  0,67 bis ‐0,38 
2  0,5  0,16  >0,05  0,68 bis ‐0,37 
  5  0,29  >0,05  0,82 bis ‐0,23 





Tage  LF  MD*  p‐Wert*  KI* 
1  0,5  0,06  >0,05  0,53 bis ‐0,41 
  5  0,08  >0,05  0,55 bis ‐0,40 
  50  ‐0,07  >0,05  0,41 bis ‐0,55 
2  0,5  0,25  >0,05  0,73 bis ‐0,22 
  5  0,16  >0,05  0,63 bis ‐0,32 




                                         
Tab. 20: Vergleich der Proliferation der Caco‐2  Zellen nach 1‐ und 2‐tägiger  Inkubation mit  LF  (in Bezug  auf die 
Konzentration): rhLF vs. bLF (Bestimmung mittels MTT‐Test) 
Tage  Konz.  MD*  p‐Wert*  KI* 
1  0,5  0,08  >0,05  ‐0,37 bis 0,52 
  5  0,12  >0,05  ‐0,33 bis 0,56 
  50  0,21  >0,05  ‐0,23 bis 0,66 
2  0,5  ‐0,10  >0,05  ‐0,54 bis 0,35 
  5  0,14  >0,05  ‐0,31 bis 0,58 












Die  Ergebnisse  zeigen  also,  dass  die  Proliferationsrate  von  undifferenzierten  Caco‐2 





                                         
4.2 Ergebnisse der THP‐1 Zellversuche 
Nach  der  Betrachtung  des  Proliferationsverhaltens  von  Caco‐2  Zellen  sowie  der 
Aktivierbarkeit  bestimmter  Signaltransduktionswege  und  der  Expressionssteigerung 
bestimmter Zielgene durch  rekombinantes humanes Laktoferrin  (rhLF) sowie bovines 
Laktoferrin (bLF) folgen nun die Ergebnisse derselben Untersuchungen, diesmal jedoch 






Im  Zeitverlauf:  Die  24‐  stündige  Inkubation  der  THP‐1  Monozyten  mit  Laktoferrin 
führte  innerhalb  der  drei  unabhängigen  Experimente  zu  sehr  unterschiedlichen 
Ergebnissen, weshalb auf deren Interpretation verzichtet wurde. Effekte nach 1‐ sowie 
4‐stündiger  Inkubation  konnten  jedoch  problemlos  statistisch  ausgewertet  und 
graphisch dargestellt werden (Tab. 21, ‐22; Abb. 24). 
Der  stärkste  Effekt  nach  1‐  sowie  4‐stündiger  Inkubation mit  rhLF  konnte  bei  dem 
Signalprotein  p‐p38  beobachtet  werden.  Nach  1‐stündiger  Inkubation  mit  50µg/ml 
rhLF  kam  es  zur  Signalverdoppelung  (n.s.),  mit  50µg/ml  bLF  zu  einer  2,4  fachen 
Steigerung  (n.s.). Die 4‐stündige  Inkubation mit  rhLF  führte  zur 2,3  fachen  (n.s.), mit 
bLF mit einer 2,1‐fachen Aktivierung von p38. 
Die  Signalschwäche  der  pERK1/2  Banden  nach  1‐stündiger  Inkubation  trotz 
hochdosierter  Proteinmenge  (~60µg  Proteinapplikation  pro  Geltasche)  verhinderte 
deren  Auswertung.  Eine  Aktivitätserhöhung  durch  rhLF  sowie  bLF  ist  jedoch 




                                         
Während  sich  Smad2  von  dem  1‐ wie  auch  4‐stündigen  Kontakt mit  50µg/ml  rhLF 
unbeeindruckt zeigte, führte die  Inkubation mit derselben Konzentration an bLF nach 
einer  Stunde  zu  einer  26,5  fachen  und  nach  vier  Stunden  zu  einer  17,7  fachen 
Signalaktivierung  (Tab.  21),  die  sich  mit  einer  mittleren  Differenz  von  25,6  (1h; 
p<0,001) und 16,6 (4h; p<0,001) von der Aktivierung mittels rhLF deutlich abhob (Tab. 
22).  
Tab.  21:  Einfluss  von  rhLF  sowie  bLF  (je.  50µg/ml)  auf  die  Aktivierung  ausgewählter  Signalproteine  in  THP‐1 
Monozyten nach 1‐ und 4‐stündiger Inkubation im Vergleich zur Kontrollprobe. 
Signal  Dauer  LF  MD*  p‐Wert*  KI* 
p‐p38  1h  rhLF  0,96  >0,05  2,44 bis ‐0,52 
    bLF  1,42  >0,05  2,90 bis ‐0,06 
  4h  rhLF  1,32  >0,05  2,80 bis ‐0,16 
    bLF  1,13  >0,05  2,61 bis ‐0,36 
pERK1  1h  rhLF  ‐  ‐  ‐ 
    bLF  ‐  ‐  ‐ 
  4h  rhLF  0,11  >0,05  0,86 bis ‐0,64 
    bLF  ‐0,26  >0,05  0,50 bis ‐1,01 
pERK2  1h  rhLF  ‐  ‐  ‐ 
    bLF  ‐  ‐  ‐ 
  4h  rhLF  0,08  >0,05  0,83 bis ‐0,68 
    bLF  ‐0,31  >0,05  0,45 bis ‐1,06 
pSmad2  1h  rhLF  ‐0,17  >0,05  3,41 bis ‐3,74 
    bLF  25,46  <0,001  29,03 bis 21,89 
  4h  rhLF  0  >0,05  3,58 bis ‐3,57 





Signal  Dauer  MD*  p‐Wert*  KI* 
p‐p38  1h  ‐0,46  >0,05  ‐1,74 bis 0,82 
  4h  0,19  >0,05  ‐1,09 bis 1,47 
pERK1  1h  ‐  ‐  ‐ 
  4h  0,37  >0,05  ‐0,28 bis 1,02 
pERK2  1h  ‐  ‐  ‐ 
  4h  0,38  >0,05  ‐0,27 bis 1,03 
pSmad2  1h  ‐25,63  <0,001  ‐28,73 bis ‐22.53 







                                         
Abb. 24b  Abb. 24c  Abb. 24d 
 
Abb.  24:  Einfluss  von  rekombinantem  humanen  Laktoferrin  auf  die  Aktivierung  ausgewählter 
Signalproteine  in  THP‐1  Monozyten  im  Vergleich  zu  bovinem  Laktoferrin  mittels  Western  Blot.  (a) 
Repräsentative Abbildung  der  p‐Smad2,  p‐p38  und  p‐ERK1/2  Signalbanden  sowie  der  Ladekontrollen 
panERK und Smad2 nach 4‐ und 24‐stündiger  Inkubation mit rhLF und bLF (jeweils 50µg/ml) sowie die 
graphische  Darstellung  (b)  der  relativen  p38,  (c)  der  relativen  ERK1/2  und  (d)  der  relativen  Smad2 
Aktivierung. Mittelwert  (+/‐ SD) von drei unabhängigen Experimenten. Die Ergebnisse wurden auf die 
Ladekontrolle  (panERK  und  Smad2)  normalisiert  und  die  Kontrolle  auf  1  gesetzt.  Die  statistische 
Auswertung erfolgte mittels Bonferroni‐ Test (rhLF vs. bLF: ***: p<0,001). 
 
Im  Konzentrationsverlauf:  Die  Antwort  auf  die  1‐stündige  Inkubation  der  THP‐1 
Monozyten mit rhLF  im Konzentrationsverlauf  (0,5‐, 5‐, 50‐ und 500µg/ml) sowie bLF 
(50µg/ml)  im  Vergleich  wurde  graphisch  in  Abb.  25  und  statistisch  in  Tab.  23 
interpretiert. 
Die  Signalaktivierung  von  p38  nach  1‐stündiger  Inkubation  mit  rhLF  zeigte  eine 
konzentrationsabhängige  positive  Korrelation.  Dabei wurde  keine  Aktivierung  durch 
0,5µg/ml  rhLF, eine 1,5  fache Steigerung durch 5µg/ml  rhLF, eine 2‐fache Steigerung 
durch 50µg/ml rhLF und eine 2,4‐fache Steigerung durch 500mg/ml rhLF beobachtet, 
die der 2,4‐fachen Steigerung durch 50µg/ml bLF glich (sämtliche Werte n.s.). 
Die  Signalschwäche  der  pERK1/2  Banden  nach  1‐stündiger  Inkubation  mit  rhLF  im 
Konzentrationsverlauf  (0,5‐,  5‐,  50‐  und  500µg/ml)  sowie  bLF  (50µg/ml)  verhinderte 




                                         
Das  p‐Smad2  Signal  zeigte  nach  1‐stündiger  Inkubation  mit  rhLF  im 
Konzentrationsverlauf  keine  Aktivierung.  Die  Inkubation mit  50µg/ml  bLF  hingegen 
führte zu einer 26,5‐fache Erhöhung der Smad2 Aktivierung (p<0,001) durch.  
Tab.  23:  Einfluss  von  rhLF  im  Konzentrationsverlauf  (0,5‐,  5‐,  50‐  und  500µg/ml)  sowie  bLF  (50µg/ml)  auf  die 
Aktivierung  ausgewählter  Signalproteine  in  THP‐1  Monozyten  nach  1‐stündiger  Inkubation  im  Vergleich  zur 
Kontrollprobe.  
Signal  LF  Konz.  MD*  p‐Wert*  KI* 
p‐p38  rhLF  0,5  0  >0,05  1,96 bis ‐1,97 
    5  0,46  >0,05  2,42 bis ‐1,50 
    50  0,96  >0,05  2,92 bis ‐1,01 
    500  1,44  >0,05  3,40 bis ‐0,52 
  bLF  50  1,42  >0,05  3,38 bis ‐0,55 
pERK1  rhLF  0,5  ‐  ‐  ‐ 
    5  ‐  ‐  ‐ 
    50  ‐  ‐  ‐ 
    500  ‐  ‐  ‐ 
  bLF  50  ‐  ‐  ‐ 
pERK2  rhLF  0,5  ‐  ‐  ‐ 
    5  ‐  ‐  ‐ 
    50  ‐  ‐  ‐ 
    500  ‐  ‐  ‐ 
  bLF  50  ‐  ‐  ‐ 
pSmad2  rhLF  0,5  ‐0,10  >0,05  3,00 bis ‐3,20 
    5  0,05  >0,05  3,15 bis ‐3,05 
    50  ‐0,17  >0,05  2,93 bis ‐3,27 
    500  ‐0,07  >0,05  3,025 bis ‐3,17 





Abb.  25:  Einfluss  von  rekombinantem  humanen  Laktoferrin  auf  die  Aktivierung  ausgewählter 
Signalproteine  in THP‐1 Monozyten  im Vergleich zu bovinem Laktoferrin. (a) Repräsentative Abbildung 
der  p‐Smad2,  p‐p38  und  p‐ERK1/2  Signalbanden  nach  1  stündiger  Inkubation  mit  verschiedenen 
Konzentrationen an rhLF (0,5‐, 5‐, 50‐, 500µg/ml) und 50µg/ml bLF sowie die graphische Darstellung (b) 
der  relativen  p38  und  (c)  der  relativen  Smad2  Aktivierung  nach  1  stündiger  Inkubation  mit 
verschiedenen Konzentrationen an rhLF (0,5‐, 5‐, 50‐, 500µg/ml) und 50µg/ml bLF. Mittelwert (+/‐ SD) 
von  drei  unabhängigen  Experimenten.  Die  Ergebnisse  wurden  auf  die  Ladekontrolle  (panERK  und 









wurde  auf  Zielgene  wie:  plasminogen  activator  inhibitor  1  (PAI‐1),  urokinase‐  type 
plasminogen activator (uPA), matrix metalloproteinases‐1, ‐2, ‐9 (MMP‐1, ‐2, ‐9), inter‐ 















                                         
Die Abbildungen 27 a, ‐b, ‐c, ‐d zeigen den Unterschied der Genexpressionssteigerung 
von  PAI‐1,  MMP‐1,  ‐9  und  ICAM‐1  nach  1‐,  4‐  und  24‐  stündiger  Inkubation  mit 
50µg/ml rhLF und bLF.  Die Tabellen 24 und 25 liefern die statistischen Daten dazu.  





Obwohl  die  1‐  sowie  die  24‐stündige  Inkubation  mit  rhLF  zu  keiner  MMP‐1 
Expressionserhöhung  führten,  zeigte  sich  nach  4‐stündiger  Inkubation  der  THP1 





Die  Expression  von  MMP‐9  zeigte  durch  rhLF  nach  1‐stündiger  Inkubation  einen 
anfänglichen Anstieg auf das 4‐fache (p<0,01). Nach 4‐stündiger Inkubation  folgte eine 
1,7‐fache  Steigerung  (n.s.)  und  nach  24‐stündiger  Inkubation  eine  abschließende  5‐
fache Steigerung (p<0,001). Die Inkubation mit 50µg/ml bLF zeigte das gleiche Muster, 
jedoch mit höherer  Intensität. Der 7,7‐fachen Expressionssteigerung  (p<0,001)  folgte 
eine 3,9‐fache (n.s.) und dieser eine 9,1‐fache (p<0,001). 
ICAM‐1 zeigte nach 1‐stündiger Inkubation mit rhLF eine Verdoppelung der Expression 
(n.s.),  gefolgt  von  3,8  (p<0,01)  nach  4‐stündiger  und  1,8  (n.s.)  nach  24‐stündiger 
Inkubation.  Im Gegensatz dazu kam es durch die  Inkubation mit 50µg/ml bLF nach 1‐
stündiger  Inkubation  zu  einer  3,4‐fachen  (n.s), nach  4‐stündiger  Inkubation  zu  einer 





                                         
Tab. 24: Einfluss von rhLF sowie bLF (je. 50µg/ml) auf die Expression ausgewählter Gene in THP‐1 Monozyten nach 
1‐, 4‐ und 24‐stündiger Inkubation im Vergleich zur Kontrollprobe. 
Gen  Dauer  LF  MD*  p‐Wert*      KI* 
PAI‐1  1h  rhLF  ‐0,06  >0,05  8,85 bis ‐8,97 
    bLF  2,12  >0,05  11,03 bis ‐6,79 
  4h  rhLF  0,47  >0,05  9,38 bis ‐8,44 
    bLF  17,6  <0,001  26,52 bis 8,701 
  24h  rhLF  ‐0,31  >0,05  8,59 bis ‐9,22 
    bLF  3,56  >0,05  12,47 bis ‐5,35 
MMP‐1  1h  rhLF  0,27  >0,05  2,27 bis ‐1,73 
    bLF  7,04  <0,001  9,04 bis 5,04 
  4h  rhLF  4,77  <0,001  6,77 bis 2,77 
    bLF  8,25  >0,05  10,25 bis 6,25 
  24h  rhLF  0,79  <0,001  2,79 bis ‐1,21 
    bLF  6,82  >0,05  8,82 bis 4,82 
MMP‐9  1h  rhLF  2,95  <0,01  5,25 bis 0,66 
    bLF  6,73  <0,001  9,03 bis 4,44 
  4h  rhLF  0,66  >0,05  2,96 bis ‐1,63 
    bLF  2,90  <0,05  5,19 bis 0,60 
  24h  rhLF  4,01  <0,001  6,30 bis 1,72 
    bLF  8,07  <0,001  10,37 bis 5,78 
ICAM‐1  1h  rhLF  0,94  >0,05  3,02 bis ‐1,15 
    bLF  2,35  >0,05  4,43 bis 0,26 
  4h  rhLF  2,84  <0,01  4,925 bis 0,76 
    bLF  2,80  <0,01  4,88 bis 0,71 
  24h  rhLF  0,84  >0,05  2,92 bis ‐1,24 
    bLF  2,11  >0,05  4,19 bis 0,02 
*Die statistische Auswertung erfolgte mittels Bonferroni‐ Test 
 
Tab.  25:  Vergleich  der  Expressionssteigerung  ausgewählter  Gene  nach  1‐,  4‐  und  24‐stündiger  Inkubation  mit 
50µg/ml LF in THP‐1 Monozyten: rhLF vs. bLF 
Gen  Dauer  MD*  p‐Wert*  KI* 
PAI‐1  1h  ‐2,18  >0,05  ‐10,07 bis 5,70 
  4h  ‐17,14  <0,001  ‐25,03 bis ‐9,25 
  24h  ‐3,87  >0,05  ‐11.76 bis 4,02 
MMP‐1  1h  ‐6,77  <0,001  ‐8,55 bis ‐5,00 
  4h  ‐3,48  <0,001  ‐5,25 bis ‐1,71 
  24h  ‐6,03  <0,001  ‐7,80 bis ‐4,25 
MMP‐9  1h  ‐3,78  <0,001  ‐5,81 bis ‐1,75 
  4h  ‐2,24  <0,05  ‐4,27 bis ‐0,21 
  24h  ‐4,07  <0,001  ‐6,10 bis ‐2,03 
ICAM‐1  1h  ‐1,41  >0,05  ‐3,25 bis 0,44 
  4h  0,05  >0,05  ‐1,80 bis 1,90 













PAI‐1,  (c) MMP‐1,  (d) MMP‐9 und  (e)  ICAM‐1 Stimulation durch rhLF und bLF  im Vergleich nach 1‐, 4‐ 











Im  Konzentrationsverlauf:  Die  Expressionssteigerung  der  Zielgene  PAI‐1,  MMP‐1, 
MMP‐9  und  ICAM‐1  nach Normierung  auf  das Housekeeping‐ Gen GAPDH  nach  24‐ 
stündiger  Inkubation  mit  rhLF  im  Konzentrationsverlauf  (rhLF:  0,5‐,  5‐,  50‐  und 








                                         
Die MMP‐1,  ‐9 und  ICAM‐1  Expression  zeigte eine  konzentrationsabhängige positive 
Korrelation.  
Nach  einer  anfänglichen  schwachen  Stimulierung  von  max.  27%  (n.s.)  bei  einer 
Konzentration von 50µg/ml konnte eine 8,8‐fache Stimulierung (p<0,001) der MMP‐1 




Im  Fall  von  ICAM‐1  kam  es  zu  einer maximalen  Stimulierung  von  3,1  (p<0,01)  bei 
500µg/ml  rhLF.  Im  Vergleich  dazu  führten  50µg/ml  bLF  zu  einer  3,35‐fachen 
Stimulierung (p<0,001). 
 
Tab.  26:  Einfluss  von  rhLF  im  Konzentrationsverlauf  (0,5‐,  5‐,  50‐  und  500µg/ml)  sowie  bLF  (50µg/ml)  auf  die 
Expression ausgewählter Gene in diff. Caco‐2 Zellen nach 24‐stündiger Inkubation im Vergleich zur Kontrollprobe.  
Signal  LF  Konz.  MD*  p‐Wert*  KI* 
PAI‐1  rhLF  0,5  0,15  >0,05  1,22 bis ‐0,92 
    5  0,11  >0,05  1,18 bis ‐0,96 
    50  ‐0,06  >0,05  1,02 bis ‐1,13 
    500  ‐0,15  >0,05  0,92 bis ‐1,21 
  bLF  50  2,13  <0,001  3,19 bis ‐1,06 
MMP‐1  rhLF  0,5  0,02  >0,05  1,96 bis ‐1,92 
    5  0,10  >0,05  2,04 bis ‐1,84 
    50  0,27  >0,05  2,21 bis ‐1,67 
    500  7,83  <0,001  9,77 bis 5,89 
  bLF  50  7,04  <0,001  8,99 bis 5,10 
MMP‐9  rhLF  0,5  0,08  >0,05  1,88 bis ‐1,72 
    5  0,37  >0,05  2,17 bis ‐1,43 
    50  2,95  <0,01  4,75 bis 1,15 
    500  5,38  <0,001  7,18 bis 3,58 
  bLF  50  6,73  <0,001  8,53 bis 4,93 
ICAM‐1  rhLF  0,5  0,21  >0,05  1,45 bis ‐1,04 
    5  0,20  >0,05  1,45 bis ‐1,04 
    50  0,94  >0,05  2,18 bis ‐0,31 
    500  2,05  <0,01  3,30 bis 0,80 


















GAPDH  nach  24‐stündiger  Inkubation  mit  verschiedenen  Konzentrationen  an  rhLF  (0,5‐,  5‐,  50‐, 






                                         
4.2.3 Zymogramm Ergebnisse 
Für  dieses  Experiment wurden  die Überstände  der  3‐tägigen  Proliferationstests  der 
THP‐1 Monozyten abgehoben, auf die Zellzahl normiert und  für die Bestimmung der 
Proteaseaktivität von MMP‐2 und MMP‐9 mittels Zymogramm eingesetzt.  
MMP‐2,  MMP‐9  und  Pro‐MMP‐2  zeigten  keine  Enzymaktivität,  weshalb  dessen 
graphische und  statistische Auswertung nicht möglich war,  jedoch Pro‐MMP‐9  (Abb. 
29a). 
Die Proteaseaktivität von Pro‐MMP‐9 wurde durch SDS hervorgerufen und zeigte eine 
konzentrationsabhängige  positive  Korrelation  im  Fall  von  rhLF  sowie  bLF, wobei  die 
Intensität durch bLF  in etwa doppelt so stark ausfiel (Tab. 27,  ‐28; Abb. 29 a,  ‐b). Bei 
der  max.  Inkubationsmenge  von  500µg/ml  rhLF  zeigte  Pro‐MMP‐9  eine  55%ige 





LF  Konz.  MD*  p‐Wert*  KI* 
rhLF  0,5  0,02  >0,05  1,02 bis ‐0,97 
  5  0,05  >0,05  1,04 bis ‐0,94 
  50  0,22  >0,05  1,21 bis ‐0,77 
  500  0,55  >0,05  1,54 bis ‐0,44 
bLF  0,5  0,04  >0,05  1,03 bis ‐0,96 
  5  0,15  >0,05  1,14 bis ‐0,84 
  50  0,86  >0,05  1,86 bis ‐0,12 





LF  MD*  p‐Wert*  KI* 
0,5  ‐0,01  >0,05  ‐0,90 bis 0,88 
5  ‐0,10  >0,05  ‐0,99 bis 0,79 
50  ‐0,64  >0,05  ‐1,53 bis 0,25 











Abb. 29: Einfluss  von  rekombinantem humanen  Laktoferrin  (rhLF) auf die Enzymaktivität  von MMP‐2 
und  MMP‐9  in  THP‐1  Monozyten  im  Vergleich  zu  bovinem  Laktoferrin  (bLF).  (a)  Repräsentative 
Abbildung  der  MMP‐2  und  MMP‐9  Aktivität  nach  3‐tägiger  Inkubation  mit  verschiedenen 
Konzentrationen an rhLF und bLF  (0,5‐, 5‐, 50‐, 500µg/ml) sowie  (b) die graphische Darstellung dieses 
Ergebnisses. Mittelwert  (+/‐  SD)  von  drei  unabhängigen  rtPCR  Experimenten.  Fetal  Calv  Serum  (FCS) 












eine  2,3‐  fache  Erhöhung  der  Aktivierung  in  THP‐1  Monozyten  nach  4‐stündiger 
Inkubation mit 50µg/ml rhLF zu beobachten war  (Abb. 24), wurde untersucht, ob ein 




                                         
Für diesen Zweck fand der p‐p38 Inhibitor SB202190 Verwendung, der in der Lage ist, 
die Signalweiterleitung zu unterdrücken.  In Zellen, die mit  IL‐1 bzw. Arsen behandelt 
worden waren, wurde  p38  als  upstream  Kinase  von MAP  kinase‐  activated  protein 
kinase‐2 (MAPKAPK2 bzw. M2) entdeckt [FRESHNEY et al., 1994; ROUSE et al., 1994]. 
Das  Pyridinyl‐Imidazol,  SB202190,  inhibiert  p‐p38  und  verhindert  somit  die 
darauffolgende  Aktivierung  von  p‐MAPKAPK2,  die  weitere    Signaltransduktion  und 
schlussendlich die Expression der Zielgene [MANTHEY et.al, 1998]. 
Bevor  die  Bedeutung  des  p38  MAPK  pathways  für  die  Aktivierung  der  genannten 
Zielgene untersucht werden  konnte, wurde  zunächst die Effektivität und  Selektivität 
des Inhibitors mittels Westernblot ermittelt. Laut Manthey et. al (1998) ist SB202190 in 
der  Lage,  die  Kinaseaktivität  von  p‐p38,  jedoch  nicht  die  von  ERK  oder  JNK  zu 
inhibieren. In Abb. 30 ist die Selektivität des Inhibitors gut zu erkennen. 
 
Abb.  30:  Kinase  Aktivität  von  p‐p38  (schwarze  Balken),  ERK  (strichlierte  Balken)  und  JNK  (hellgraue 










                                         
Das  p38  Signal  zeigte  sowohl  inklusive  als  auch  exklusive  Inhibitorzusatz  keine 
Stimulierung der Aktivierung. Die Steigerung aus vorhergehendem Versuch (Abb. 24b) 
von  2,3  (n.s.)  nach  4‐stündiger  Inkubation mit  50µg/ml  rhLF  konnte  demnach  nicht 
wiederholt werden.  Da  eine  Aktivierung  von MAPKAPK2  durch  rhLF  und  bLF  (ohne 
Inhibitorzusatz)  stattgefunden  hat,  kann  man  diesem  Phänomen  derzeit  keine 
definierte Bedeutung zuschreiben. 
Die  Signalproteine  pERK1  und  pERK2  blieben wie  erwartet  von  dem  Inhibitorzusatz 
unbeeindruckt. 
Tab.  29:  Einfluss  von  p‐p38  Signalweiterleitungsinhibitor  SB202190  auf  die  Aktivierbarkeit  ausgewählter 
Signaltransduktionsproteine  nach  4  stündiger  Inkubation  mit  50µg/ml  rhLF  sowie  bLF  im  Vergleich  zur 
Kontrollprobe. 
Signal  Inhibitor  LF  MD*  p‐Wert*  KI* 
p‐p38  ‐  rhLF  ‐0,18  >0,05  0,76 bis ‐1,12 
    bLF  0,22  >0,05  1,47 bis ‐1,04 
  +  rhLF  ‐0,21  >0,05  0,73 bis ‐1,15 
    bLF  0,44  >0,05  1,69 bis ‐0,81 
p‐MAPKAP2  ‐  rhLF  0,47  >0,05  1,41 bis ‐0,47 
    bLF  1,61  <0,01  2,87 bis ‐0,36 
  +  rhLF  0,15  >0,05  1,09 bis ‐0,80 
    bLF  ‐0,25  >0,05  1,00 bis ‐1,50 
pERK1  ‐  rhLF  ‐0,11  >0,05  0,83 bis ‐1,05 
    bLF  ‐0,41  >0,05  0,85 bis ‐1,66 
  +  rhLF  0,22  >0,05  1,16 bis ‐0,72 
    bLF  ‐0,53  >0,05  0,72 bis ‐1,79 
pERK2  ‐  rhLF  ‐0,28  >0,05  0,65 bis ‐1,23 
    bLF  ‐0,36  >0,05  0,89 bis ‐1,62 
  +  rhLF  0  >0,05  0,94 bis ‐0,94 
    bLF  ‐0,66  >0,05  0,59 bis ‐1,91 
*Die statistische Auswertung erfolgte mittels Bonferroni‐ Test 
 
Tab. 30: Vergleich der Aktivierbarkeit  ausgewählter  Signaltransduktionsproteine nach 4‐stündiger  Inkubation mit 
50µg/ml rhLF: inklusive vs. exklusive p‐p38 Signalweiterleitungsinhibitor SB202190 
Signal  MD*  p‐Wert*  KI* 
p‐p38  ‐0,02  >0,05  0,81 bis ‐0,87 
p‐MAPKAP2  ‐0,33  >0,05  0,51 bis ‐1,17 
pERK1  0,33  >0,05  1,18 bis ‐0,51 
pERK2  0,29  >0,05  1,13 bis ‐0,55 
*Die statistische Auswertung erfolgte mittels Bonferroni‐ Test 
 
Tab. 31: Vergleich der Aktivierbarkeit  ausgewählter  Signaltransduktionsproteine nach 4‐stündiger  Inkubation mit 
50µg/ml bLF: inklusive vs. exklusive p‐p38 Signalweiterleitungsinhibitor SB202190 
Signal  MD*  p‐Wert*  KI* 
p‐p38  0,22  >0,05  1,35 bis ‐0,90 
p‐MAPKAP2  ‐1,86  <0,001  ‐0,74 bis ‐2,99 
pERK1  ‐0,13  >0,05  0,10 bis ‐1,25 












und  bovinem  Laktoferrin  (bLF)  mittels  Western  Blot.  (a)  Repräsentative  Abbildung  der  p‐p38,  p‐
MAPKAPK‐2 und p‐ERK1/2 Signalbanden sowie der Ladekontrollen panERK und Smad2 und graphische 
Darstellung  (b) der relativen p38, MAPKAPK‐2 und ERK1/2 Aktivierung nach rhLF  Inkubation exkl./inkl. 
2µM  Inhibitorzusatz  (c)  der  relativen  p38, MAPKAPK‐2  und  ERK1/2  Aktivierung  nach  bLF  Inkubation 
exkl./inkl. 2µM Inhibitorzusatz. Mittelwert (+/‐ SD) von drei unabhängigen Experimenten. Die Ergebnisse 





                                         
4.2.5 Beteiligung des p38 MAPK pathways an der LF‐ induzierten Stimulierung von 
MMP‐1, ‐9 und ICAM‐1 
Das  p38  Signal  zeigte  in  THP‐1 Monozyten  als  einziges  der  3  beobachteten  nach  4‐ 
stündiger  Inkubation mit 50µg/ml  rhLF eine 2,3‐  fache  Stimulierung der Aktivierung, 
weshalb  ein  möglicher  Zusammenhang  zwischen  diesem  Signal  und  der 
Expressionssteigerung der ausgewählten Zielgene PAI‐1, MMP‐1, MMP‐9 und  ICAM‐1 
untersucht  wurde  (Abb.24).  Zu  diesem  Zweck  wurden  2µM  des  p‐p38  Inhibitors, 









Reduktion  der  Expression  durch  Inhibitorzusatz  beobachtet  werden.  Die  2,8‐fache 









Gen  Inhibitor  LF  MD*  p‐Wert*  KI* 
MMP‐1  ‐  rhLF  4,32  <0,001  6,43 bis 2,21 
    bLF  11,18  <0,001  17,10 bis 5,26 
  +  rhLF  3,05  <0,01  5,16 bis 0,94 
    bLF  11,34  <0,001  17,26 bis 5,42 
90 
Ergebnisse 
                                         
MMP‐9  ‐  rhLF  0,08  >0,05  2,19 bis ‐2,04 
    bLF  0,59  >0,05  6,51 bis ‐5,36 
  +  rhLF  0,43  >0,05  2,54 bis ‐1,69 
    bLF  1,43  >0,05  7,35 bis ‐4,50 
ICAM‐1  ‐  rhLF  1,87  >0,05  3,98 bis ‐0,24 
    bLF  2,62  >0,05  8,54 bis 3,30 
  +  rhLF  1,11  >0,05  3,23 bis ‐0,99 





Gen  MD*  p‐Wert*  KI* 
MMP‐1  ‐1,27  >0,05  ‐3,14 bis 0,60 
MMP‐9  0,35  >0,05  ‐1,52 bis 2,22 





Gen  MD*  p‐Wert*  KI* 
MMP‐1  0,16  >0,05  ‐5,08 bis 5,40 
MMP‐9  0,84  >0,05  ‐4,40 bis 6,09 







humanen  Laktoferrin  (rhLF) und bovinem  Laktoferrin  (bLF).  (a) Repräsentative Abbildung der MMP‐9,  
ICAM‐1 und MMP‐1 Expression sowie des Housekeeping‐Gens GAPDH und die graphische Darstellung  
der MMP‐1, MMP‐9 und  ICAM‐1 Expression nach (b) rhLF  Inkubation und (c) bLF  Inkubation exkl./inkl. 
Inhibitor. Mittelwert  (+/‐ SD) von drei unabhängigen  rtPCR Experimenten. Die Ergebnisse wurden auf 

















mit  (a)  1x  PBS  (Kontrollprobe),  (b)  50µg/ml  rhLF  sowie  (c)  eine  10‐fache  Vergrößerung  eines  THP‐1 
Aggregates. 
 
In Abbildung 33  ist klar  zu erkennen, dass die Kontrollprobe  zu keiner, die eintägige 













                                         
Tab.  35:  Einfluss  von  rhLF  im Konzentrationsverlauf  (0,5‐,  5‐,  50 und  500µg/ml)  auf die Proliferationsrate  THP‐1 
Monozyten nach 1‐, 2‐ und 3‐tägiger Inkubation im Vergleich zur Kontrollprobe.  
Tage  LF  Konz.  MD*  p‐Wert*  KI* 
1  rhLF  0,5  0,07  >0,05  0,36 bis ‐0,23 
    5  0,02  >0,05  0,31 bis ‐0,28 
    50  0,15  >0,05  0,45 bis ‐0,14 
    500  ‐0,06  >0,05  0,23 bis ‐0,36 
2  rhLF  0,5  0,04  >0,05  0,35 bis ‐0,25 
    5  0,05  >0,05  0,34 bis ‐0,24 
    50  0,02  >0,05  0,31 bis ‐0,28 
    500  ‐0,13  >0,05  0,16 bis ‐0,43 
3  rhLF  0,5  0,10  >0,05  0,39 bis ‐0,20 
    5  0,01  >0,05  0,30 bis ‐0,28 
    50  0,03  >0,05  0,32 bis ‐0,27 




Tab.  36:  Einfluss  von  bLF  im  Konzentrationsverlauf  (0,5‐,  5‐,  50  und  500µg/ml)  auf  die  Proliferationsrate  THP‐1 
Monozyten nach 1‐, 2‐ und 3‐tägiger Inkubation im Vergleich zur Kontrollprobe.  
Tage  LF  Konz.  MD*  p‐Wert*  KI* 
1  bLF  0,5  ‐0,04  >0,05  0,19 bis ‐0,27 
    5  ‐0,09  >0,05  0,14 bis ‐0,31 
    50  ‐0,15  >0,05  0,07 bis ‐0,38 
    500  0,02  >0,05  0,24 bis ‐0,21 
2  bLF  0,5  ‐0,09  >0,05  0,13 bis ‐0,32 
    5  ‐0,04  >0,05  0,19 bis ‐0,26 
    50  ‐0,22  >0,05  0,01 bis ‐0,44 
    500  ‐0,31  <0,01  ‐0,09 bis ‐0,54 
3  bLF  0,5  ‐0,01  >0,05  0,22 bis ‐0,23 
    5  0,06  >0,05  0,28 bis ‐0,17 
    50  ‐0,22  >0,05  0,01 bis ‐0,45 






Tage  Konz.  MD*  p‐Wert*  KI* 
1  0,5  0,11  >0,05  ‐0,15 bis 0,36 
  5  0,10  >0,05  ‐0,15 bis 0,36 
  50  0,31  <0,01  0,05 bis 0,56 
  500  ‐0,08  >0,05  ‐0,34 bis 0,17 
2  0,5  0,14  >0,05  ‐0,12 bis 0,39 
  5  0,09  >0,05  ‐0,17 bis 0,34 
  50  0,24  >0,05  ‐0,02 bis 0,49 
  500  0,18  >0,05  ‐0,08 bis 0,44 
3  0,5  0,10  >0,05  ‐0,15 bis 0,36 
  5  ‐0,05  >0,05  ‐0,30 bis 0,21 
  50  0,25  >0,05  ‐0,01 bis 0,50 





















UD. Caco‐2  D. Caco‐2  THP‐1  UD. Caco‐2  D. Caco‐2  THP‐1  Westernblot 
‐  ‐  ‐  + (s)  ‐  +++ (s)  p‐Smad2 
‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  pERK1/2 
‐  ‐  + (ns)  ‐  ‐  + (ns)  p‐p38 
    PCR 
‐  ‐  ‐  ‐  ‐  +++ (s)  PAI 
‐  ‐  ++ (s)  ‐  ‐  ++ (s)  MMP‐1 
‐  ‐  ++ (s)  ‐  ‐  ++ (s)  MMP‐9 
    + (s)      + (s)  ICAM‐1 
‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  uPA, MMP‐2,‐3,  
LRP‐1, a2M 
    Zymogramm 
    ‐      + (s)  Pro‐MMP‐9 

















enthaltenen  Substanzen  beeinflusst.   Dabei wurde  einerseits  beobachtet,  dass  LF  in 
der  Lage  ist,  das  Wachstum  von  Enterozyten  zu  begünstigen,  andererseits,  dass 





Buccigrossi  (2007),  konnte  mit  rhLF  sowie  bLF  (im  Vergleich)  wiederholt  werden. 
Rekombinantes  humanes  Laktoferrin  aus  Reis  (rhLF)  lag  mit  einer  max. 




Ergebnis  deutet  auf  einen  positiv  proliferativen  Caco‐2‐  Wachstumseffekt  höherer 
Konzentrationen von rhLF und niedrigerer Konzentrationen von bLF hin.  
Als möglicher Nutzen der höheren Konzentration von nLF  in Muttermilch am Anfang 
der  Laktation  (im  Kolostrum)  wird  die  fördernde Wirkung  auf  die  Entwicklung  des 
Darms  angesehen  [BUCCIGROSSI,  2007].  Da  rhLF  aus  Reis  zum  gleichen 







                                         
5.1.2 Einfluss auf den immunmodulierenden Effekt 
Im Gegensatz  zu humanem Laktoferrin  (hLF), das  sich  in vielen Kompartimenten des 
menschlichen  Körpers  widerfindet,  beschränkt  sich  die  direkte  immunoprotektive 
Wirkung von oral gegebenem bovinem Laktoferrin  (bLF) auf den  Intestinaltrakt  (Abb. 
2).  bLF  wird  durch  die  Magenpassage  nicht  komplett  zersetzt,  es  verbleiben 
Laktoferricin tragende Peptide, deren Absorption ins Blut jedoch auszubleiben scheint 
[KUWATA  et  al,  2001; WAKABAYASHI  et  al.,  2004].  Bovines  LF  und  dessen  Peptide 
können  aber  in  Enterozyten  und  Immunzellen  des  Darms  (dendritische  Zellen  und 
Lymphozyten) aufgenommen werden und/ oder  intrazelluläre Signale aktivieren und 
somit  die  Transkription  bestimmter  Gene  beeinflussen.  Dies  führt  einerseits  zur 
Migration  der  Immunzellen  zur  betroffenen  Stelle,  andererseits  zur  Sekretion 
humoraler Faktoren wie Zytokinen, die durch Zirkulation die erkrankte Stelle erreichen. 




Matrix  Metalloproteinasen  (MMPs),  das  Plasminogen  System,  bestehend  aus  der 
aktivierenden  Urokinase  (uPA)  und  des  blockierenden  Inhibitors  (PAI‐1),  sowie 




Steigerung    zeigte,  konnte  eine  signifikante  Stimulierung  der  MMP‐1,  MMP‐9  und 
ICAM‐1 Expression durch 50µg/ml rhLF erreicht werden.  Im Vergleich dazu führte die 
Inkubation  der  THP‐1  Monozyten  mit  50µg/ml  bLF  zusätzlich  noch  zu  einer 
signifikanten PAI‐1 Expressionssteigerung (Abb. 26).   




                                         
stündige Inkubation mit 0,5‐, 5‐, 50‐ und 500µg/ml) Stimulierbarkeit geprüft (Abb.28). 
Dabei  zeigte  sich,  dass  die  maximale  Stimulierung  immer  bei  500µg/ml  rhLF  zu 
beobachten war. Einzig PAI‐1 zeigt überhaupt keine Expressionssteigerung.  
Die  gesteigerte  Expression  dieser  EZM  verändernden  Verbindungen  kann mit  einer 
verstärkten Migration der Monozyten  zum Entzündungsherd  in Verbindung gebracht 
werden. Im Vergleich von rhLF zu bLF zeigt sich eine Präferenz  zu Gunsten von rhLF, da 
die  MMPs,  MMP‐1  und  MMP‐9,  und  ICAM‐1  verstärkt  exprimiert  wurden,  was 
wiederum der Einwanderung der Monozyten zum Ort der Entzündung helfen würde. 
Zusätzlich positiv zu bewerten  ist, dass die massive Stimulierung der PAI‐1 Expression 
ausbleibt  und  somit  möglicherweise  ein  pro‐kanzerogener  Effekt  (wie  unter  5.2.2. 
beschrieben) vermieden werden könnte.  
Die  Dosisabhängigkeit  der  Expressionssteigerung  in  Folge  von  rhLF  bestärkt  die 
Bedeutung von LF als immunologisch relevanten Mediator bei Entzündungsreaktionen. 








2001]  sowie  von  möglichen  Inhibitoren  wie  dem  im  Plasma  befindlichen  α2‐
Makroglobulin  oder  den  Tissue  Inhibitors  of  MetalloProteinases  (TIMPs).  MMPs 
werden  zuerst als Pro‐  Form  (sog.  Zymogene) exprimiert, die dann extrazellulär  (bei 
Fibroblasten z.Bsp. mittels Extracellular Matrix MetalloPRoteinase INducer: EMMPRIN) 
und/oder  intrazellulär  (z.Bsp.  mittels  Prokonvertase  Furin)  zu  der  aktiven  Form 




                                         
Die Gelatinaseaktivität  des  verstärkt  exprimierten MMP‐9  nach  3‐tägiger  Inkubation 
mit  rhLF  sowie  bLF  wurde  in  THP‐1 Monozyten mittels  Zymogramm  geprüft.    Die 
Proteaseaktivität  der  Pro‐  Form  von  MMP‐9  zeigte  eine  konzentrationsabhängige 
positive Korrelation  im  Fall  von  rhLF und bLF, wohingegen die  aktivierte  Form nicht 
detektiert  werden  konnte  (Abb.  29).  Neben  PAI‐1  wird  auch  MMP‐9  mit  pro‐
kanzerogenen  Effekten  in Verbindung  gebracht.  Eine  stärkere Aktivierung durch bLF 
könnte diesbezüglich negativ interpretiert werden. 
Das  Adhäsionsmolekül  ICAM‐1  unterstützt  nicht  nur  die Migration  der  Immunzellen 
des Darms,  sondern hilft  außerdem die  im Plasma  zirkulierenden Monozyten  an die 
Gefäßwand  zu  binden  und  trans‐  bzw.  parazellulär  ins  Gewebe  und  zum  Ort  der 
Entzündung einzuwandern [RHAMAN et al., 2009]. Sowohl rhLF als auch bLF führten zu 
einer  verstärkten  Expression  von  ICAM‐1,  was  im  Fall  einer  Entzündung  die 
Einwanderung  der  Monozyten  begünstigt.  Auch  wenn  bLF  zu  einer  höheren 
Expressionssteigerung  führt,  ist doch das  rhLF  als  relevanter  zu  sehen.  rhLF  ist dem 
körpereigenem humanem LF ähnlicher  (mehr Informationen zu Struktureigenschaften 





Enterozyten  binden.  Durch  Differenzierung  der  Caco‐2  Zellen  ist  es  möglich 
Enterozyten  ähnliche  Zellen  zu  erhalten  [PINTO  et  al.,  1983].  Bevor  die 
Genexpressionsstimulierung durch  LF getestet wurde, wurden die Caco‐2 Zellen drei 
Wochen  bei  37°C  und  5%  CO2  Atmosphäre  kultiviert,  um  den  Phänotypen  des 
Enterozyten zu erhalten. Die Antwort der differenzierten Caco‐2 Zellen auf Inkubation 
mit  rhLF sowie bLF  führte  jedoch zu dem Ergebnis, dass keine der beiden Formen  in 
der Lage war, die Expression von MMP‐1 und PAI‐1 zu stimulieren, noch die Expression 




                                         
Verbindungen wie MMPs und dergleichen vermehrt exprimiert werden. Dass  jedoch 
der gleiche Effekt auch  schon bei den undifferenzierten Caco2‐Zellen  zu  finden war, 
lässt  sich nicht  so  einfach  erklären.  Insgesamt  ist  aber  klar  festzuhalten, dass durch 




Die  Ergebnisse  der  Beobachtung  der  Genexpressionsstimulierung  durch  rhLF  im 
Vergleich zu bLF lassen die Diskussion nicht verstummen, welches LF zur Anreicherung 
von  Lebensmittel  herangezogen  werden  soll.  Im  Focus  dabei  steht  v.a.  die 
Anreicherung  von  Formulamilch. Um  jedoch  im  Fall  der  positiven  immunologischen 
Wirkung der Muttermilch, dem Effekt von humanem LF näher zu kommen, wäre die 






Auswirkung  in  Bezug  auf  das  Tumorwachstum  aufkommen. Mehrere  Studien  haben 
sich mit der Frage der Wirkung von LF auf verschiedenste Krebsarten beschäftigt und 
konnten  zeigen,  dass  LF  nicht  nur  in  der  Lage  ist  die  Entstehung  sondern  auch  das 
Wachstum  eines  bestehenden  Tumors  zu  beeinträchtigen.  Beispielsweise  zeigten 
Ratten  nach  einer  Diät  mit  supplementiertem  bLF  weniger  Diethylnitrosamin‐, 






                                         
Plattenepithelkarzinoms  (O12)  von  80%  (p<0,001)  erzielt  wurde.  Ähnliche  Effekte 
zeigten  sich auch bei Mamma‐ Adenokarzinomen  von  immunokompetenten BALB/c‐ 
Mäusen bei einer täglichen oralen Gabe von 1mg/kg rhLF [VARADHACHARY, 2004].  
Neben  Caco‐2  Zellen wurde  eine  proliferationssteigernde Wirkung  durch  Inkubation 
mit  rhLF  auch  bei  Mamma‐,  Hybridom‐  und  humanen  Embryonalzellen  sowie 
Osteoblasten beobachtet. Der Vergleich der 3 Isoformen (pis: 50%‐, apo: <10%‐, holo: 
>90%  Eisen‐  gesättigt)  brachte  holo‐  rhLF  als  stärksten  Wachstumsfaktor  hervor 
[HUANG, 2008].  
Nach  2‐tägiger  Stimulierung  der  Caco‐2  Zellen  mit  50µg/ml  rhLF  konnte  eine 
Proliferationssteigerung  um  51%  (n.s.)  beobachtet  werden.  Im  Vergleich  führten 
50µg/ml bLF  zu  einem  schwächeren Wachstumsanstieg der Caco‐2  Zellen  (16%, n.s, 
nach 2 Tagen). 
Als pis‐Isoform des rhLF bezeichnet man die teilweise Eisen‐gesättigte Form des rhLF. 
Für  die  Experimente  mit  THP‐1  Monozyten  wurde  teilweise  Eisen‐gesättigtes  rhLF 
verwendet.  Eine  wachstumsfördernde Wirkung  wurde  jedoch  nicht  beobachtet.  So 
führte  eine  3‐tägige  Inkubation mit  rhLF  im  Konzentrationsverlauf  (0,5‐,  5‐,  50‐  und 
500µg/ml)  weder  bei  höchster  noch  bei  niedrigster  Konzentration  zu  einer 




zu  demselben  Ergebnis.  Hierbei  führte  die  6‐tägige  Inkubation  mit  bLF  im 
Konzentrationsverlauf  (0,5‐,  5‐,  50‐  und  500µg/ml)  ebenfalls  zu  einer 
Proliferationshemmung, wenn auch mit 25% (p<0,001) nicht in dem Ausmaß der THP‐1 
Monozyten.  Neben  der  fehlenden  typischen  Proliferationssteigerung  durch  LF  wird 
eine  fehlende  ERK1/2  und  p38  Aktivierung  beobachtet  [ZEMANN,  2010].  Die 




                                         
der THP‐1 Monozyten mit 50µg/ml  rhLF sowie bLF  führte ebenfalls zu keiner ERK1/2 







mehreren  Studien  gezeigt werden, wobei das  Fehlen  von MMP‐2  sowie MMP‐9 mit 
verminderter  Angiogenese,  Tumorwachstum  und  –metastasierung  assoziiert  waren 
[HAHN‐ DANTONA et. al, 2001]. MMPs selbst sind ebenso wie LF in der Lage an LRP zu 
binden. LRP wiederum kann den Level von MMPs (MMP‐2, ‐13 und ‐9) modulieren und 
somit  die  exzessive  extrazelluläre  proteolytische  Aktivität  im  Zaum  halten.  Eine 
verringerte Expression und Aktivität von LRP wird vor allem  in Tumoren beobachtet. 
Dieses Phänomen geht mit einem verringerten Proteaseabbau einher und führt so zu 





PAI‐1  sowie MMP‐1  zeigte  keine  Expressionserhöhung  (Abb.  18). Dementsprechend 
kann  man  davon  ausgehen,  dass  weder  rhLF  noch  bLF  zu  einer  verstärkten 
Differenzierung  der  Caco‐2  Zellen  bzw.  der  Tumorinvasion  führen.  Passend  zu  dem 
Ergebnis  der  Genexpressionsuntersuchung  wurde  auch  bei  der  Beobachtung  der 
Aktivierung bestimmter Signalproteine, wie der MAP Kinasen, p38 und ERK1/2 sowie 
dem  TGF‐β  pathway  Signal,  Smad2,  keine  Stimulierung  der  Aktivierung  durch 




                                         
Anders als bei den Caco‐2 Zellen wurde in THP‐1 Monozyten das aktivierte MAP Kinase 
Signalprotein  p‐p38  durch  rhLF  sowie  bLF  auf  ca.  das  Doppelte  (n.s)  gesteigert.  p‐
Smad2  blieb  durch  rhLF  wieder  unbeeindruckt,  durch  bLF  hingegen  wurde  es  fast 
verdreißigfacht  (26,5‐fache  Aktivierung  nach  1h  mit  50µg/ml;  p<0,001).  Lediglich 
pERK1/2 zeigte weder durch rhLF noch durch bLF eine Aktivitätserhöhung (Abb. 24).  
Da  es  in  THP‐1  Monozyten  durch  LF  zur  Aktivierung  bestimmter 
Signaltransduktionswege  kam,  lag  der  Verdacht  nahe,    dass  sich  auch  auf 
Genexpressionsebene  Effekte  zeigen  würden.    Während  die  Beobachtung  der 
Expression von uPA, MMP‐2,  LRP‐1 und a2M keine Steigerung ergaben, konnte eine 
signifikante MMP‐1, MMP‐9  und  ICAM‐1  Expressionssteigerung  durch  50µg/ml  rhLF 
gezeigt werden.  Im  Vergleich  dazu  führte  die  Inkubation  der  THP‐1 Monozyten mit 
50µg/ml bLF zusätzlich zu einer signifikanten PAI‐1 Expressionssteigerung (Abb. 26).  
Die  verstärkte  Expression  dieser  EZM  modellierenden  Verbindungen  geht  mit  der 
verstärkten Differenzierung der  THP‐1 Monozyten  einher und  kann die  Invasion  der 
Tumorzellen begünstigen. Benard et al. gelang es 2010 einen Zusammenhang zwischen 
ICAM‐1 und der Aggregation von Monozyten  im THP‐1 Modell aufzudecken [BENARD 
et  al.,  2010].  Dieses  Phänomen  konnte  durch  eintägige  Inkubation  der  THP‐1 
Monozyten  mit  50µg/ml  rhLF  bestätigt  werden  (Abb.  33).  Der  Zusammenhang 
zwischen der gesteigerten MMP‐9 Expression und der ausbleibenden LRP Expression 
wirkt  durch  verringerten  Abbau  der  Proteasen  positiv  auf  die  Invasion  und 
Metastasierung des Tumors [BERNHARD et al., 1995; KANCHA et al., 1994].  
Proteolyse und  im speziellen das Plasminogen aktivierende System, welches über die 
Urokinase  (uPA), dessen Rezeptor  (uPAR) und  Inhibitor  (PAI‐1) reguliert wird, spielen 
bei  der  Tumorgenese,  ‐progression,  ‐invasion  und Metastasenbildung  eine wichtige 
Rolle [CARROLL & BINDER, 1999; BLASI & CARMELIET, 2002; SIDENIUS & BLASI; 2003; 
BINDER  &  MIHALY,  2007].  Dabei  lässt  sich  aus  etlichen  Studien  eine  positive 





                                         
eine deutlich  schlechtere Prognose  zu erwarten haben. Diesem Phänomen  gab man 
den passenden Namen „das PAI‐1 Paradoxon“ [BINDER und MIHALY, 2008]. 
Während  also  die  Inkubation  mit  rhLF  zu  keiner  merklichen  PAI‐1 
Expressionssteigerung  führte,  war  eine  massive  Stimulierung  durch  bLF  in  THP‐1 
Monozyten  zu  beobachten.  Dieses  Ergebnis  lässt  den  Einsatz  von  bLF  als 
Krebstherapeutikum bezweifeln.  
5.3 Zusammenhang zwischen Signalaktivierung und Expressionssteigerung  
Bei  der  Versuchreihe  von  rhLF  und  bLF  im  Zeit‐  sowie  Konzentrationsverlauf  im 
undifferenzierten (Abb. 17  und ‐18) sowie differenzierten Caco‐2 Zellmodell (Abb. 19 ‐
21)  stellt  sich  nicht  die  Frage  eines  möglichen  Zusammenhangs  zwischen 
Signaltransduktion  durch  p‐p38,  pERK1/2  und  p‐Smad2  und  der  Steigerung  der 
Expression von PAI‐1, MMP‐1,‐2,‐3 und ‐9, da es weder zu einer Aktivierung der Signale 
noch zu einer Expressionssteigerung der Zielgene kam.  
Bei der Versuchreihe  von  rhLF und bLF  in THP‐1 Monozyten hingegen  (Abb. 24  ‐27) 
wurde ein möglicher Verantwortlicher für die Expressionssteigerung von MMP‐1 und ‐
9 sowie ICAM‐1 gesucht. Da von den Signalproteinen Smad2, p38, ERK1 und ERK2 nur 
bei p38 eine 2,3‐  fache Aktivierung  in THP‐1 Monozyten nach 4‐stündiger  Inkubation 
mit  50µg/ml  rhLF  zu  beobachten  war  (Abb.  24)  wurde  untersucht,  ob  ein 
Zusammenhang  zwischen  diesem  Signal  und  der  Expressionsstimulierung  der 
ausgewählten Zielgene MMP‐1, ‐9 und ICAM‐1 besteht. Zu diesem Zweck wurde der p‐
p38 Inhibitors SB202190 eingesetzt. 
Die  Ergebnisse  führten  zu  dem  Schluss,  dass  p38  sehr  unwahrscheinlich  als 
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(NF‐κB2),  die  in  unstimulierten  Zellen  als  Homo‐  bzw.  Heterodimer  allesamt  an 
Proteine der  IκB Familie gebunden sind. Dieser Komplex verhindert die Translokation 
in den Nukleus. 
Die  Aktivierung  von  NF‐κB  kann  klassisch  über  Phosphorylierung  von  IκB,  via 
Aktivierung der  β‐Einheit des  IκB Kinase Komplex  (IKK), durch pro‐inflammatorischer 
Zytokine wie TNF‐α oder alternativ über Phosphorylierung von p100, via Aktivierung 
von  IKKα, ablaufen. Phosphoryliertes  IκB wird anschließend durch die Ubiquitinligase 
polyubiquitiniert  und  teilweise  zersetzt.  p100 wird mittels  Proteasomen  abgefertigt. 
Die  freigelegten NF‐κB Dimere  sind nun  in der  Lage  in den Nukleus  zu  translozieren 
und  durch  Promotor‐  und  Enhancerbindung  die  Expression  bestimmter  Gene  zu 
regulieren [HAYDEN & GHOSH, 2010]. 
In Endothelzellen spielt NF‐κB beispielsweise bei der Stimulierung der Expression von 
ICAM‐1  eine  Rolle.  Dabei  wird  entweder  NF‐κB  direkt  aktiviert  oder  die 
Bindungsfähigkeit  von  NF‐κB  an  die  Promoterregion  von  ICAM‐1,  wiederum  durch 
andere Signale vermittelt, verstärkt [EMONARD et al., 2005]. In der Studie von Oh et al. 
konnte die Aktivierung von NF‐κB durch humanes Laktoferrin über den klassischen NF‐
κB Weg  in HeLa  Zellen  demonstriert werden  [OH  et  al.,  2004]. Dadurch  scheint  ein 
Zusammenhang  zwischen  der  gefundenen  ICAM‐1  Expressionssteigerung  nach  der 




[SATO  et  al.,  1993;  FINI  et  al.,  1994]  und  eines NF‐κB‐  ähnlichen  Elements  auf  der 
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2001].  Die  Stimulierung  der  MMP‐1  und  MMP‐9  Expression  durch  rhLF  in  THP‐1 
Monozyten  könnte  also,  zusätzlich  zu  der  ICAM‐1  Expressionssteigerung,  über  eine 
mögliche NF‐κB Aktivierung erklärt werden. 









                                         
6 ZUSAMMENFASSUNG 
Neben  der  Aufgabe  Eisen  zu  transportieren  zeigt  Laktoferrin  (LF)  antimikrobielle, 
antibakterielle,  antiparasitäre,  antivirale,  antiinflammatorische  und  antikanzerogene 
Wirkungen  und  verfügt  außerdem  über  die  Eigenschaft  die  Proliferation, 
Differenzierung und Migration von Zellen zu beeinflussen [ADLEROVA et al., 2008]. Mit 
der  Frage,  wodurch  diese  Wirkungen  zustande  kommen,  beschäftigen  sich 
unterschiedlichste Forschungsgruppen seit Jahrzehnten. 
Durch  diese  Masterarbeit  konnte  erstmals  die  unterschiedliche  Wirkung  von 
rekombinantem humanen Laktoferrin (rhLF) aus transgenem Reis  im Vergleich zu bLF 
gezeigt werden. Im Fokus der Beobachtung standen die Aktivierung der Signalproteine, 
p38 MAPK,  ERK1/2  und  Smad‐2  (Analyse mittels Westernblot),  die  Stimulierung der 
Expression  Extrazellulärmatrix‐ modellierender  Proteine  (Analyse mittels  rtPCR)  und 
das    Proliferationsverhalten  von  Caco‐2  Zellen  (Bestimmung mittels MTT‐Test)  und 
THP‐1 Monozyten (Zellzahlbestimmung mittels Casy). 
Caco‐2  Zellen  zeigten weder  im  undifferenzierten  noch  im  differenzierten  Stadium, 
weder  bei  kürzester  noch  bei  längster  Inkubationszeit  und  weder  bei  niedrigster 
(0,5µg/ml)  noch  bei  höchster  (500µg/ml)  Konzentration  an  rhLF  eine  signifikante 
Aktivierung  von p38,  ERK1/2 und  Smad2 oder eine  Stimulierung der  Expression  von 
PAI‐1, MMP‐1, ‐2, ‐3 und ‐9. Die Proliferation der Caco‐2 Zellen stieg mit zunehmender 
Konzentration und längerer Inkubation mit rhLF(51%, n.s.). 
Der  Vergleich mit  bLF  zeigte  eine  signifikante  doppelte  Aktivierung  von  Smad2  und 
eine schwächere Proliferationssteigerung (25%, n.s.) in undiff. Caco‐2 Zellen. 
In  THP‐1  Monozyten  konnte  in  Antwort  auf  rhLF  eine  Stimulierung  der 
Phosphorylierung von p38,  jedoch nicht von ERK1/2 und Smad2  festgestellt werden. 
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Im  Vergleich  dazu  führte  bLF  neben  der  p38  Aktivierung  auch  zu  einer  massiven 
Erhöhung  von  p‐Smad2  (26,5‐fach  nach  1‐stündiger  Inkubation,  p<0,001)  in  THP‐1 
Monozyten,  die  mit  einer  massiven  Expressionssteigerung  von  PAI‐1  (18,6‐fach, 
p<0,001)  einherging.  MMP‐1,  MMP‐9  und  ICAM‐1  zeigten  das  gleiche  Muster  der 
zeitabh.  Expressionssteigerung.  Die  Proliferation  der  THP‐1 Monozyten  blieb  durch 
rhLF unbeeinflusst, durch bLF hingegen sogar signifikant gehemmt (Hemmung von 45% 
nach 3‐tägiger Inkubation mit 500µg/ml, p<0,001). 
Die  unterschiedliche  Antwort  auf  rhLF  bzw.  bLF  soll  zukünftig  bei  der  Wahl  der 





                                         
7 ABSTRACT 
Lactoferrin  (LF)  has  a  lot  of  biological  functions.  It  is  able  to  transport  iron,  acts 
antimicrobial, antibacterial, antiparasitic, antiviral and anticancerogenic and influences 
the proliferation, differentiation and migration of cells  [ADLEROVA et al., 2008]. The 
elucidation of  these effects  represented  the goal of many different work groups  for 
decades. 
This master’s  thesis  revealed differences  in p38, ERK and Smad2 activation  (western 
blot), as well as differences in the expression of extracellular matrix (ECM) remodeling 





after  short  or  long‐term  incubation  (1h,  4h)  and  low  or  high  concentrations  (0.5  – 
500µg/ml) of rhLF. In contrast, bLF was found to induce a significant two‐fold increase 
of Samd2 phosphorylation in undiff. Caco‐2 cells.  
THP‐1  incubation with  rhLf  resulted  in p38 activation but  failed  to  induce ERK1/2 or 
Smad2  activation.  The  expression  of  uPA,  MMP‐2,  LRP‐1,  a2M  and  PAI‐1  was 
unaffected, while the expression  level of MMP‐1, MMP‐9 and ICAM‐1 were  increased 
in  response  to  rhLF.  In  addition  to  the  activation  of  p38,  bLF  induced  a  dramatic 
increase of  Smad2 phosphorylation  (26.5‐fold  after 1h using 50µg/ml bLF, p<0.001). 
The  expression  of  PAI‐1 was  enhanced  to  18.6‐fold  (p<0.001),  indicating  a  positive 
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